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Introduccioé

1.DUPLICACIONS GENIQUES

1.1.Els gens homedtics

En una publicacié6 de 1978, Edward Lewis (Lewis 1978) caracteritza el complex génic
Bithorax (BX-C), format per gens homeotics arrenglerats en el genoma de la mosca. Segons
Lewis, aquests gens constituirien una familia génica, s’haurien orginat per duplicacions en
tandem a partir d’un gen homeotic ancestral i aquest creixement en el nombre de gens
homeotics hauria permes |’adquisicio de noves funcions que, més tard, haurien donat lloc a un
increment de ’especialitzacio segmentaria. Quan les técniques de biologia molecular varen estar
a ’abast dels investigadors, el clonatge i la caracteritzacié d’aquests gens homeotics va
permetre confirmar el model de Lewis, amb algunes consideracions (veure més endavant en la
Fig. 1).

Si la duplicacio génica en tandem era responsable de ’evolucié de BX-C, diferents gens
homeotics havien de tenir una seqiiéncia proteica semblant. Aixo fou confirmat amb el
descobriment de |’homeobox: una seqiiéncia conservada de 180 bp, que codifica per un motiu de
60 aa -I’homeodomini-, i compartida pels gens homeotics del complex (McGinnis et al. 1984);
(Scott and Weiner 1984). Aquesta conservacio de |’homeobox també es donava en els gens dels
Complex Antennapedia (ANT-C) revelant aixi una relaci6 entre els dos complexos: de fet, es creu
que un Unic complex original, avui anomenat Hox, es trenca en dues parts en el llinatge de

Drosophila.

L’homeodomini esta estructurat en forma de tres (o quatre) helix o ooooooo peptid d’unio
gue permet un gir entreoooooooona i tercera hélix. Aixi, les proteines que el contenen actuen
com a factors de transcripcio del tipus helix-turn-helix. Aquest domini permet la unié d’aquestes
proteines al DNA, on reconeix la seqiiéncia consens ATTA (revisat a (Gehring 1985)). D’aquest
reconeixement en son principals responsables els residus 47 i 51 de U’hélix Ill, residus molt

conservats entre les diferents proteines amb homeodomini.

En el moment en qué els gens Hox foren clonats en d’altres organismes (revisat a
(Balavoine et al. 2002)) queda clar que la principal duplicacié en tandem que genera aquests
gens, no havia tingut lloc durant Uevolucio dels artropodes i que, per tant, no podia
correlacionar-se amb un increment en U'especialitzacié de la segmentacio. De fet, dades més
recents apunten que un complex d’almenys set gens Hox apareix molt aviat en ’evolucié animal,

abans de la divergéncia del llinatge dels protostoms i deuterostoms (McLysaght et al. 2002).
1.2.Les duplicacions géniques

Sosumo Ohno va ser un dels pioners en la introduccié de la duplicacié genica com a font

per a la macro-evolucié i com a fenomen de vital importancia per a ’evolucié i ’augment en
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complexitat dels genomes. El 1970 proposa un model en el qual, quan es dona la duplicacio
genica, el segon gen pot acumular mutacions inviables pero, a vegades, amb una d’aquestes
mutacions el gen podria adquirir noves funcions. Es a dir, que la duplicacié génica podia facilitar
’aparicio d’organismes més complexos, ja que proporcionava material genétic addicional que
podia ser utilitzat per la seleccié natural. Aquesta duplicacio seria més efectiva si un elevat
nombre de gens es dupliqués a la vegada, tal com es donaria en una poliploiditzacio. Aixi va, el
porta a suggerir que hi havia hagut una expansio, possiblement per poliploidia, dins el filum dels
cordats després de la separacio dels urocordats i anterior a Uorigen dels cefalocordats i
vertebrats (Ohno 1970) (Fig. 1).

Una de les evidencies més

importants que Ohno utilitza per
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duplication urocordats i abans de LUorigen dels

cefalocordats. Durant els anys 90, i
amb el clonatge d’un gran nombre de

gens d’amfiox, ascidia i vertebrats
Genome
duplication basals, es féu evident que extensius

Ohno 1970 fenomens de duplicacié génica havien

tingut lloc en el llinatge dels
Figura 1. Duplicacions géniques proposades per Ohno en vertebrats, després de la divergéncia
el llinatge dels cordats. Adaptat de (Holland et al. ’

1999). dels cefalocordats  (veure  més

endavant).

1.3.Grans duplicacions gendomiques al llinatge dels cordats

Holland i col. (1994) proposen U'existéncia de dues rondes de duplicacions genomiques
completes durant U’evolucio del llinatge dels vertebrats, la primera d’elles després de la
separacio dels cefalocordats del llinatge dels vertebrats (Fig. 2). Més tard, Uestudi de la
complexitat de determinades families géniques (de nou per comparacidé entre ’amfiox i els
vertebrats), la construccio d’arbres filogenetics amb aquests gens, el mapatge cromosomic
d’algun d’aquests gens i la comparaciéo de la mida del genoma de l’amfiox i de determinats

vertebrats, els permeten redefinir aquests dos fenomens de duplicacié genica. La primera fase
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comportaria una duplicacio extensa

(pero no del genoma sencer), mentre que la
segona, si que comportaria una duplicacié
del genoma sencer (Fig. 2) (Sharman 1996);
(Furlong and Holland 2002).
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birds, mammals)
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sobre el fet que aquestes duplicacions
géniques tingueren lloc; el que resta encara
més controvertit és si tingueren lloc per

duplicaci6 de tot el genoma o per

Genome duplicacions mdltiples en cis o en trans. El

duplication -

que si sembla evident és que, tant si foren
unes com les altres, aquestes varen afectar

Holland 1994 grans regions del genoma (Holland 1999).

Figura 2. Proposta de dues fases de
duplicacions. Modificat de (Holland et al. 1999).

1.4.Historia evolutiva de la superfamilia Hox

Recentment fou descobert en l’amfiox el complex ParaHox (de 25 Kb), format per tres
gens amb homeobox: AmphiCdx, AmphiXlox i AmphiGsx (Brooke et al. 1998). Aquest fet canvia
la idea que es tractessin de gens orfes de la classe dispersed Hox, com es creia fins el moment.
La filogenia molecular, combinada amb les dades de mapatge fisic, suggerien un probable origen
evolutiu comu pels complexos Hox i ParaHox a partir d’un complex ancestral “ProtoHox”.
L’estudi de ’expressio d’aquests gens en [’amfiox demostra la seva disposicio coliniar analoga a
la que presenten els gens Hox, és a dir, el gen ParaHox anterior (Gsx) s’expressa en territoris
més anteriors que el gen ParaHox posterior (Cdx). Aixi, AmphiGsx s’expressa només en el
Haetschek pit, estructura pressumptament homologa a |’adenohipofisi dels vertebrats;
AmphiXlox s’expressa marcadament en forma d’una banda a la paret de l’arquenter6 (intesti

presumptiu) i AmphiCdx s’expressa en regions posteriors.

Aixi doncs, U'ordre dels gens dins el complex ParaHox reflectiria l’ordre espacial al llarg
de U’eix antero-posterior (AP), de manera analoga a com ho fan els gens Hox. Totes aquestes
dades apunten que, molt aviat en l’evolucié d’aquests gens i després d’una serie de duplicacions
geniques en tandem, un gen amb un homeobox ancestral dona lloc a un cluster de 3 gens: els
ancestres dels gens de tipus EHGbox, extended Hox i NKL. Cada un d’aquests tres gens patiria

duplicacions en tandem independents, donant lloc a 3 protoclusters a la mateixa regié genomica
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Fig. 3 A) Model de duplicacié en trans del cluster ProtoHox, proposat per Pollard i Holland (2000). B)
Model de duplicacions en cis del cluster ProtoHox, proposat per Minguillon i Garcia-Fernandez (2003).

Adaptat de (Garcia-Fernandez, 2004).

(Furlong and Holland 2002). Una duplicaci6 discreta del cluster ProtoHox va produir |’aparicié
del cluster ParaHox en una altra regio del genoma (que per tant, seria un antic grup germa,
paraleg del complex Hox). Els clusters extended Hox i NKL patirien duplicacions en tandem
addicionals (Fig. 3A). Minguillon i Garcia-Fernandez proposen un escenari evolutiu on ’ancestre
dels gens Evx i Mox (no inclosos anteriorment en estudis sobre ’origen i evolucid dels clusters
Hox i ParaHox) es trobava lligat al cluster ProtoHox; aixi una duplicacié en tandem d’una gran
regio genomica aviat en l’evolucié dels metazous, va generar els clusters Hox i ParaHox, més els
seus "veins” Evx i Mox (Fig. 3B). El gran cluster Hox-like Evx Hox/Mox ParaHox posteriorment es

va trencar, deixant agrupats Mox, Evx i el cluster Hox i aillant el cluster ParaHox (Minguillon and

EHGBOX HOX NKL PARAHOX
—AHHE- A AHHE
B T
¢ —(H H HHHH HHHHHHH H H H —— THWHHH HEHEH HE- - He
—He@- o —a-HHH HH - - HHH HHH H HE- T
T Cluster duplication Cluster duplication
and gene loss ard gene loss
o Figura 4. Duplicacions
anm géniques en tandem
T gl ¥ cuer e produiren diferents
1 W complexes ProtoHox,
Sutandl NK i, probablement,
EHGBOX PROTOHOX PROTO-NKL and gene loss
—— EHGbox. Extret de
S Natptmon 7 (Pollard and Holland
i—8—1F ARCHEHOX
{ Fandem duphications 1999).
ECn




Introduccio

Garcia-Fernandez 2003). Més tard, durant U’evolucio dels vertebrats i molt probablement per
duplicacions cromosomiques o del genoma sencer, apareixerien els quatre clusters de cada un

dels quatre tipus (Fig. 4).

Aixi doncs, podriem concloure que un complex génic ParaHox ancestral fou duplicat en
’evolucio dels vertebrats, deixant quatre complexs descendents en els mamifers. Fixant-nos en
les regions de sinténia entre els genomes d’huma i de ratoli trobem un complex sencer a la
posicio 13q12 del genoma huma (Cdx2/3, IPF1, Gsh1), Uortoleg del qual es troba al cromosoma 5
de ratoli. Cdx4 mapa al cromosoma X tant per huma com per ratoli, i Cdx7 al 5q31 en humans i
al cromosoma 18 en ratoli i Gsh2 a 4p en humans i al cromosoma 5 de ratoli, a considerable

distancia de U’Unic cluster ParaHox conservat (Fig. 5).

Huma Ratoli
~cdx2j—{1pf}—{esh1— | caxz}—{pdxi}—{Gshi- - - - {eshz-
13q12.1 13q12.1 13q12.2 c.5,82cM c.5,82cM c.5,82cM c.541cM
c. X, 425 cM

Xq13.2

4p

5q31

Figura 5. Regions de sinténia en els genomes de ratoli i huma dels complexs ParaHox. El gen Ipf1
huma és ’homoleg de Pdx1 en ratoli. El Cdx2 també s’anomena Cdx2/3.

Recentment, amb les dades aportades per la publicaciéo del genoma huma, tant Celera
(Venter et al. 2001) com IHGSC (IHGSC 2001) mencionen la freqlient detecci6 de segments
duplicats en el genoma. D’aquesta manera la sinténia en les regions descrites dels complexs Hox
s’exten, com a minim, a diversos altres gens circumdants com ara receptors tirosina cinasa,
factors d’iniciacio de la transcripcio, proteines ribosomals, gens de la col.lagena, proteines de

gap junction... (Spring 2002).

1.5.Homologia funcional o redundancia

Estudis en diverses especies argumenten que l’expressid dels gens ParaHox ha estat
conservada durant l’evolucio. Aixi, s’observa que tots els gens Cdx de vertebrats s’expressen en
Uintesti i, a més, tenen funcions addicionals en altres teixits, que no es mantenen entre tots els
membres de la familia, cosa que fa pensar que puguin ser funcions derivades. Per exemple,
Cdx2/3 s’expressa en el pancrees on regula la transcripcié del gen del glucagd, solapant-se

parcialment amb la regié d’expressiéo de Pdx1. Al seu torn, Pdx1 s’expressa en regions centrals
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del tub digestiu presumptiu; en mamifers s’expressa en ’endoderm precursor del pancrees, on
és requerit per a la seva correcta formacié i funcié. Els dos gens Gsh descrits en ratoli
s’expressen durant el desenvolupament cerebral. Pdx?7 també s’expressa durant el
desenvolupament del sistema nervids central, on s’ocupa de regular I’expressio del gen de la

somatostatina (Schwartz et al. 2000).

Aquest solapament parcial en les regions d’expressio dels gens ParaHox, pot estar
reflectint una certa redundancia en les seves funcions. Per exemple, a I’hora d’especificar
’endoderm primitiu i/o de determinar ’eix AP de l’embrio. De la mateixa manera el cluster
ParaHox en vertebrats ha mantingut la coliniaritat espacial, propietat per la qual el gen situat a
la part 3’ del cluster (Gsh) s’expressa, en |’organisme, en territoris anteriors que els gens situats
a la part més 5’ (Cdx). Per tant, no només |’homologia de seqiiéncia indica que els gens ParaHox
son homolegs i grup germa dels gens Hox, sind que la propietat de la coliniaritat ho reforcaria
(Duboule and Dolle 1989).

1.6.Per qué mantenir un cluster?

En vertebrats, 'existéncia de mecanismes de regulacié compartits entre diferents gens
Hox, tals com U’existéncia d’elements reguladors comuns a dos gens Hox localitzats un al costat
de Ualtre o U'existéncia d’elements reguladors globals, sembla ser la raé evolutiva per la qual
s’hauria seleccionat positivament el manteniment del cluster. Es a dir, caldria mantenir la

disposicio en cluster dels gens Hox per a la seva correcta regulacio (Duboule 1998).

Un altre fenomen relacionat amb ’anterior, que pot forcar la disposicié en clusters dels
gens Hox és la coliniaritat temporal, que fa referéncia a l’expressio ordenada en el temps dels
membres del complex. En alguns organismes, els gens Hox situats a la part 3’ del complex a més
d’expressar-se en territoris anteriors de ’embrid, ho fan abans en el desenvolupament que els
gens més 5. Per al manteniment de la coliniaritat temporal és primordial ’existéncia del
cluster (Ferrier and Minguillon 2003). Aixi, la transposicié d’un transgen amb les regions cis-
reguladores del gen Hoxd-9 a una regidé més 5’ del cluster provoca un retard en la seva activacio
(van der Hoeven et al. 1996). Aquest retard va ser interpretat com una manca d’accessibilitat
causada per exemple, per la configuracio de la cromatina que inhibia les correctes interaccions
reguladores. La validesa d’aquesta hipotesi es va examinar mitjancant la transposicio del mateix
trangén a diferents regions cada vegada més cap a 5’ del cluster HoxD, fins a trobar una
localitzacié en la qual aquest retard de U’expressio desaparegués. Un cop delimitada aquesta
regio, es va delecionar i es va observar ’activacio prematura dels gens del cluster. Aixi, aquest
element era el responsable del silenciament primerenc dels gens situats a la part més 5’ del
cluster, potser mitjancant la unid de proteines responsables de l’empaquetament de la

cromatina (Kondo and Duboule 1999).

Pel que fa als gens ParaHox, dels quatre putatius clusters inicials només se n’hauria
mantingut un al llarg de ’evoluciod, el format pels gens Cdx2, Pdx1 i Gsh1. Aquests, tot i que

mantenen, a grans trets, la seva coliniaritat espacial, no semblen mantenir la coliniaritat
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temporal. Donat que la seva localitzacid com a cluster dins del genoma va ser descrita no fa
massa temps (Brooke et al. 1998), queda per resoldre la qiiestio de si aquests gens podrien
compartir una regulacio conjunta que fes necessari el seu manteniment com a cluster. El que si
que sembla evident és que pels altres gens ParaHox (Cdx71, Cdx4 i Gsh2), que es troben dispersos

en el genoma, el manteniment del cluster no ha estat necessari.

Aixi doncs, avui en dia, queda per resoldre si el manteniment del cluster format per
Cdx2/3, Pdx1 i Gsh1 és necessari per una regulacio conjunta o és un vestigi del seu ordenament

inicial, mantingut al llinatge d’alguns cordats.

2.ELS GENS DEL CLUSTER PARAHOX

Els gens ParaHox es van comencar a estudiar com a gens aillats de tipus Hox, també
anomenats gens Hox orfes. No és fins el 1998 que Brooke i col. els descriuen com a cluster en el
cefalocordat amfiox. Per tant, 'estudi de les seves funcions és anterior a la identificacio com a
cluster i s’ha realitzat de manera independent per a cada gen, sense tenir en compte la possible

regulacio conjunta que pot comportar el manteniment del cluster al llarg de I’evolucio.

Tots els gens ParaHox codifiquen per factors de transcripcié que comencen a expressar-se
de manera primerenca durant el desenvolupament de !’embrio i, en aquests estadis, actuen en
vies que intervenen en la formacio del patro (en certs casos a través de la regulacio dels gens
Hox) i en el desenvolupament d’organs com l’intesti, el pancrees o el cervell. Ja en ’adult, la
seva activitat queda més restringida a certes funcions que poden dur a terme actuant
directament sobre gens diana (com el gen de la insulina o el glucago), aixi com intervenint en el
manteniment de U'estat diferenciat en alguns organs com Uintesti i el pancrees. Cal tenir en
compte que aquests gens han estat estudiats principalment com a gens similars als Hox i, per
tant, com a gens importants durant el desenvolupament de ’embrid. Les dades que es tenen
sobre les seves funcions en adult estan limitades a la seva implicacié6 en malalties tant

prevalents com el cancer de colon o la diabetes.

En aquest capitol, s’intentara donar una visio general sobre el que se sabia d’aquests gens,
fins al moment d’iniciar aquest treball, i sobre quines funcions han estat descrites tan en
’embrio, com en l’adult.

2.1.Els gens cdx

El primer membre de la familia Cdx identificat, el gen Cad de Drosophila, codifica per un
factor de transcripcido de 427 amino acids, que conté un homeodomini (Mlodzik and Gehring
1987); (Levine et al. 1985). Cad és necessari per ’especificacié de la part posterior de ’embrio,
on regula l’expressio de gens gap i pair-rule i intervé en els processos de gastrulacio i formacio
del patro de Uintesti posterior i dels discs imaginals genitals. Ha estat proposat que Cad actua de

manera analoga als productes dels gens Hox, especificant la identitat del segment posterior
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abdominal A10. Tot i aixi, Cad no es troba lligat als loci BX-C o ANT-C (Hox) i, per tant, no es

classifica com un gen Hox (revisat en (Houle et al. 2003)).

En vertebrats, tals com a Xenopus i ratoli, les proteines Cdx estan involucrades en la
especificacio de I’embri6 posterior i la formacié de l’eix AP, de manera analoga a com funciona
Cad a Drosophila. Pero a diferéncia de la mosca, on Cad funciona de manera semblant als Hox
per especificar la identitat dels segments, en vertebrats les proteines CDX actuen per sobre dels

gens Hox.

2.1.1.Patr6 d’expressio dels gens Cdx en ’embri6 de ratoli

Els gens Cdx1, Cdx2/3 i Cdx4 de ratoli son homolegs de Cad de Drosophila. Cada un
d’aquests homolegs ha estat aillat en un nombre considerable d’espécies de vertebrats (revisat
en (Freund et al. 1998)) i, en diversos casos, s’en han descrit patrons de transcripcié similars.
Aixi doncs, la informaci6 de ’expressio i funcio dels Cdx en ratoli és aplicable a d’altres especies

de mamifers i, segurament, als vertebrats en general.

Cdx1. El gen de ratoli Cdx7 esta organitzat en tres exons i dos introns, que es transcriuen en un

mRNA de 1'7-1’8 kb, que codifica per una proteina de 268 aminoacids (Hu et al. 1993).

Tal com es resumeix en la figura 6 els primers transcrits de Cdx7 s’observen el dia E7’5 de
’embrié (en la Taula.1 s’indiquen el nombre de somites a qué correspon cada estadi de
gestacid), a ’ectoderm i al mesoderm naixent, a una amplia regid de la linia primitiva (Meyer
and Gruss 1993).

ESTADIS  SOMITES

E8 (7,5-8,75) 1-4
5-7
E8,5 (8-9,25) 8-12 Taula.1 En la primera columna s’indiquen els dies de
E9 (8,5-9,75) 13-20 gestacio (E) o dpc (days post coitum) i entre parentesis
E9.5 (’9_10’ 25) 21-29 el rang en que es poden observar diferéncies en U'estadi
2 2 de desenvolupament en embrions em el mateix estadi
E10 (9,5-10,75) 30-34 de gestacio. En la segona columna s’indiquen el nombre
E10,5 (10-11,25) 35-39 de somites que correspon a cada estadi de gestacio.

E11 (10,5-11,25) 40-44
E11,5 (11-12,25) 45-47

E12 (11,5-13) 48-51
E13 (12,5-14) 52-55
E14 (13,5-15) 56-60

El dia E7’75 Uexpressio en ’ectoderm neural s’extén fins a un limit anterior a nivell del
solc preotic en el cervell posterior presumptiu, amb una expressid lleugerament posterior al
mesoderm. Després, |’expressio de Cdx1 en |’ectoderm neural retrocedeix fins arribar, en estadis
més tardans a un limit anterior, a nivell de la médula espinal pressumptiva. A l’ectoderm neural,
Cdx1 comenca a ser localitzat a la regio dorsal dels plegaments neurals i en algunes noves
poblacions de ceél.lules migratories de la cresta neural. Cdx7 també es detecta en el mesoderm
paraxial naixent i en els somites, on U'expressi6 comenca a quedar restringida en el

dermamiotom presumptiu, essent la seva expressio més forta en la part anterior dels somites. A
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E9’5 s’observen transcrits en el mesénquima de 'esbds de les extremitats anteriors, i a nivells
més baixos, el dia E10’5 a ’esbos de les extremitats posteriors. Cdx7 també es detecta en la
corda nefrogénica i després, en els conductes mesonefritics. Al llarg d’aquests estadis,
’expressido de Cdx?1 continua en la regid de la linia primitiva i en el mesoderm generador de
’esbos de la cua, amb una devallada de ’expressio al voltant del dia E12 (revisat en (Houle et
al. 2003)).

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor TIFF (LZW).

Figura 6. Representacio de U'expressio dels Cdx en U’embri6 de ratoli entre E7,5-E9,5.
Extret de (Lohnes 2003).

Cdx2/3. El gen Cdx2/3 de ratoli esta organitzat en tres exons i dos introns, que es transcriuen en
un mRNA de 2,2 Kb, que codifica per una proteina de 311 aminoacids (James et al. 1994).
Cdx2/3 presenta un patro d’expressio primerenc en el trofoectoderm extraembrionari el dia E3’5
i continua expressant-se en placenta fins almenys, el dia E12’5 (Beck et al. 1995) (Fig. 6).
L’expressio embrionaria de Cdx2/3 comenca després de la de Cdx1, iniciant-se el dia E8’5 en
tots els teixits de la linia primitiva i en la base de ’alantois. També s’observen transcrits de
Cdx2/3 en la placa neural posterior i la notocorda, en ’endoderm de intesti posterior i en el
mesoderm paraxial no segmentat. L’expressido en aquest teixit continua en ’esbds de la cua fins

a extingir-se cap el dia E 12’5.

Cdx4. El gen Cdx4 esta organitzat en 3 exons i dos introns que es transcriuen en un mRNA de 1’6
kb, que codifica per una proteina de 282 aminoacids. Cdx4 presenta un patré d’expressio més

restringit que Cdx1 i Cdx2/3 (Gamer and Wright 1993). En E7’5 s’en comencen a detectar nivells
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baixos d’expressio a l’alantois i a la punta posterior de la linia primitiva (Fig. 6). En els estadis
primerencs de la neurulacié, Cdx4 s’expressa en la regio de la linia primitiva, amb nivells que
incrementen cap a la regio caudal de ’embrio. En el mesoderm paraxial, |’expressio arriba a un
limit anterior, que és posterior al somita format més recentment, mentre que !’expressio en el
neuroectoderm és lleugerament anterior. Després de !'estadi E10’5, l’expressio de Cdx4 deixa de

detectar-se en la part posterior de I’embrio.

2.1.2.Els gens Cdx i el patro de l’eix anteroposterior

En Drosophila, el gen Cad esta involucrat en ’especificacio de la regio caudal de I’embrio
i en la formacio del patro AP. Experiments de direccionament génic han posat en evidéncia que
aquestes dues funcions han estat conservades en els gens ortolegs Cdx? i Cdx2/3 del ratoli
(Subramanian et al. 1995); (Chawengsaksophak 1997).

El mutant nul de Cdx7 sobreviu fins a la vida adulta i té una aparenca normal, tot i que
presenta homeosi de la columna vertebral i transformacions homeotiques anteriors tipiques, que
afecten les regions toraciques cervicals i superiors. Els nounats heterozigots també presenten
alguns d’aquests defectes, fet que demostra la importancia dels nivells de Cdx7 per a la correcta

determinacio del patro AP.

Els mutants homozigots nuls per Cdx2/3 no sobreviuen passat el dia E3’5, probablement
perquée pateixen defectes en el trofoectoderm, on Cdx2/3 s’expressa en estadis primerencs
(Chawengsaksophak 1997). De la mateixa manera que en els mutants nuls per Cdx1, |’heterozigot
Cdx2/3 +/- també presenta transformacions homeotiques vertebrals, que afecten tipicament les
vertebres cervicals posteriors i les toraciques anteriors. Aquests defectes se solapen amb la regio
de la columna vertebral afectada en els homozigots Cdx1 -/-, extenent-se a territoris posteriors.
Els defectes que s’observen en aquestes mutacions reflecteixen els patrons d’expressio d’aquests
dos gens durant el desenvolupament, amb Cdx7 expressat abans en el temps i Cdx2/3 expressat
en regions anteriors. L’heterozigot Cdx2 +/- també presenta una cua truncada. Tot i que no es
coneixen massa bé les bases d’aquesta malformacio, sembla que diferiria del mecanisme que
dona lloc a les malformacions homeotiques en les vertebres, i podria ser un paper reminiscent de

la funcio que el gen Cad de Drosophila té en |’especificacio posterior.

Cdx4 es localitza en el cromosoma X i normalment és inactivat en el ratoli durant el procés
de lionitzacié o inactivacio del cromosoma X a les femelles (Pownall et al. 1996). Aquest
lligament cromosomic pot provocar problemes en la transmisio d’un gen diana a la linia
germinal, i aquesta pot ser la rad per la qual encara no s’en ha aconseguit el mutant nul. Tot i
aixi, sembla ser que Cdx4 té un paper important en l’establiment de l’eix AP i en esdeveniments
relacionats amb U’especificacio posterior de ’embrid. En estudis de guany o pérdua de funcio de
XCad3, homoleg de Cdx4 en Xenopus, s’observen profunds efectes en el desenvolupament del
capgros; l’expressio ectopica de la forma constitutivament activa de XCad3, inhibeix el
desenvolupament anterior, mentre que U'expressié de la forma dominant negativa resulta en
pérdua del tronc i d’estructures de la cua (Pownall et al. 1996); (Isaacs et al. 1998). L’expressio

ectopica de Cdx4 en ratoli pot induir, al seu torn, |’expressié ectopica del seu putatiu gen diana
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Hoxb8, que té funcions en l'establiment del patré A/P en els vertebrats (Charite et al. 1998).
Tant estudis de regulacié del promotor de Hoxb8 mediats per Cdx4 (Charite et al. 1998), com
estudis de mutants de Cdx4 a peix zebra (Davidson et al. 2003) demostren que aquest gen regula
’expressio d’alguns gens Hox i que actua de forma jerarquica per sobre dels gens Hox en

l’especificacio del patro AP.

2.1.3.Especificitat o redundancia funcional?

De la mateixa manera que passa en moltes families multigéniques, queda per aclarir si la
funcio dels diferents Cdx és redundant o especifica. L’observacié que les seqiiéncies dels
diferents membres de la familia Cdx presenten molt poques similituds excepte en
’homeodomini, apuntarien a una funcio especifica per a cadascun dels membres. Aixo és veu
recolzat pels estudis de pérdua de funcid. L’homeosi vertebral del mutant nul Cdx? -/- i
"heterozigot Cdx2 +/- son molt diferents, tot i que presentin zones sobreposades a la regio
cervical posterior i toracica anterior (Subramanian et al. 1995); (Chawengsaksophak 1997). La
perdua de Cdx2/3 en heterozigosi, pero no la de Cdx1, provoca lesions en el colon, tot i que els
dos gens es coexpressen en les cél.lules de les criptes (Freund et al. 1998). Altres defectes axials
poteriors son especifics dels heterozigots Cdx2 +/-, tot i que tots els membres de la familia Cdx

s’expressen en la regio caudal de ’embrié (Chawengsaksophak 1997).

Les evidéncies a favor d’una funcié almenys parcialment redundant es basen en estudis
fets recentment per analisi de mutants compostos de diferents al.lels Cdx7-Cdx2/3 (van den
Akker et al. 2002). El mutant nul de Cdx? -/- i el doble heterozigot Cdx1 +/-Cdx2/3 +/-,
presenten uns defectes en les vértebres identics, mentre que els mutants Cdx7 -/- Cdx2/3 +/-
presenten una homeosi vertebral més acusada que l’observada en cada un dels mutants simples.
A més, la severitat de la truncaci6 axial observada en Cdx2/3 +/-, augmenta amb la perdua de
Cdx1. Aquestes observacions demostren clarament que Cdx7 i Cdx2/3 tenen funcions solapades,

almenys pel que fa al patré AP vertebral i a [’especificacié de [’embrid posterior.

2.1.4.El patro vertebral i les senyals reguladores de Cdx

La pérdua de Cdx1 i/o Cdx2/3 provoca transformacions vertebrals homeotiques depenents
de dosi que afecten, primerament, regions cervicals i toraciques anteriors. Certes evidéncies
suggereixen que aquests defectes reflecteixen el paper que els gens Cdx tenen en la regulacié de
’expressio de determinats membres de la familia dels gens Hox (Ferrier and Holland 2001);
(Lewis 1978); (Lewis 1994); (Trainor and Krumlauf 2001). La localitzacio fisica en el genoma dels
gens Hox queda reflectida en el patrd d’expressio espacial i temporal que presenten al llarg del
desenvolupament de U’eix, el fenomen de la col.linearitat (Krumlauf 1994); (Duboule 1998). Com
ja s’ha esmentat, els gens Hox situats més a 3’ del cluster, s’expressen generalment en estadis
més primerencs i amb un limit d’expressido més rostral que els gens situats a 5’. Aquestes dades,
juntament amb els experiments de guany i/o pérdua de funcid, porten a la hipotesi del “codi
Hox”, que suggereix que la combinacié de les proteines Hox expressades en un nivell axial

determinat, com per exemple els somites o les prevéertebres, és important per determinar-ne el
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patré de desenvolupament (Kessel and Gruss 1991). Aixi doncs la regulacié transcripcional dels

gens Hox és vital per al correcte patro al llarg de !’eix AP.

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor TIFF (LZW).

Figura 7. Relacié de RA i els gens Hox amb el
patro vertebral. RA exogen i el guany de
funcié dels gens Hox resulten en unes
transformacions vertebrals similars. La pérdua
de RA o de certs gens Hox, provoquen
homeosis similars. Extret de (Lohnes 2003).

Aixi, les transformacions vertebrals son
sovint degudes a la inactivacio dels gens Hox,
i també es poden observar en models de
guany i pérdua de funcié de Cdx7 i Cdx2/3.
Aleshores, sembla raonable pensar que els
membres de la familia Cdx funcionin més
amunt en la cascada geénica que els gens Hox.
Les proteines dels gens Cdx actuen com a
factors de transcripcio, unint-se als elements
reguladors en cis (CDRE) que es troben en
molts dels locis Hox (Subramanian et al.
1995). Aquestes observacions, juntament amb
el fet que la multimeritzacio d’alguns CDREs
provoca l’anterioritzacié de U’expressié d’un
gen informatiu (reporter), sembla indicar que
els nivells absoluts de les proteines Cdx, son
importants alhora de determinar la seva
funci6 i que el nombre o Uafinitat dels
CDREs, pot determinar ’expressio de diversos
gens Hox diana a partir del gradient de Cdx al
llarg de Ueix AP (Fig. 7). D’aquesta manera,
els factors de transcripcio Cdx impacten
sobre el patro

vertebral, regulant

directament els gens Hox.

L’especificacio i el patro de ’embrio
posterior, depenen també d’un determinat
nombre de molécules de senyalitzacio.

Algunes d’especial rellevancia son: la

vitamina A, ’acid retinoic (RA) (Fig. 7), alguns membres de la familia Wnt/wingless i el factor de

creixement fibroblastic FGF (Fig. 8). En determinades condicions aquests factors poden reprimir

marcadors d’identitat anterior i induir ’expressid de gens associats amb la part posterior de

’embrié, com poden ser alguns gens Hox (Nieuwkoop 1999); (Altmann and Brivanlou 2001).

Basant-se en aquestes propietats, alguns d’aquests factors, com RA, alguns Wnt i alguns FGF han

estat definits com a factors de posterioritzacid. Molts estudis suggereixen que alguns dels Cdx

poden actuar en part, passant informacié des d’aquestes molécules de senyalitzacio posteriors

cap als gens Hox (Fig. 8).
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De fet, s’ha demostrat la importancia que les vies de senyalitzacid del RA, aixi com
Wnt3A, tenen sobre la regulacié de l’expressio de Cdx1, que al seu torn, regula l’expressio dels
gens Hox i, per tant, actuarien sobre U’especificacié dels territoris posteriors (Rossant et al.
1991); (Leo and Chen 2000); (Lickert and Kemler 2002) (Fig. 8).

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor TIFF (LZW).

Figura 8. Model de regulacio dels gens Hox
pels Cdx. Regulaci6 de U'expressio de Cdx
per RA, Wnt o FGFs. Extret de (Lohnes
2003).

Tant Wnt com RA tenen efectes de posterioritzacio, i en Xenopus, poden interactuar per
activar gens implicats en el desenvolupament posterior (Altmann and Brivanlou 2001); (Sasai and
De Robertis 1997); (Ikeya and Takada 2001). Ja que Wnt i RA son efectors directes de |’expressio
de Cdx7, algunes de les interaccions entre aquests vies de senyalitzacid que podrien ser

sinérgiques (Prinos et al. 2001), poden tenir lloc convergint en la regulacio de Cdx1.

2.1.5.Cdx1 i Cdx2 en intesti

Durant la vida adulta, "expressio de Cdx7 i Cdx2/3 queda sobretot restringida a !’epiteli
intestinal, tot i que Cdx2/3 també s’expressa en el pancrees, on regula ’expressié del glucagd
(Laser et al. 1996). L’epiteli intestinal es renova constanment a partir de les cél.lules mare que
es troben ancorades a la part inferior de les invaginacions anomenades criptes intestinals. Les
cél.lules filles generades per aquestes cél.lules mare, proliferen i es diferencien en quatre tipus
cel.lulars principals: les cél.lules absortives, les cél.lules secretores de mucus, les
enteroendocrines i les cél.lules de Paneth. Aquestes cel.lules, amb [’excepcié de les de Paneth,

migren al llarg de la columna epitelial mentre s’atura la proliferacio i es dona la diferenciacio.

Cdx1 s’expressa en el compartiment de les criptes on es dona la proliferacié cel.lular
(Silberg et al. 1997) i la seva inhibicié per RNA antisentit disminueix la proliferacié cel.lular in
vitro (Lorentz et al. 1997). L’expressio de Cdx2/3 es dona sobretot en els enterocits diferenciats
(James et al. 1994) i provoca retardament en el creixement i proliferacio cel.lular in vitro en
diverses linies cel.lulars intestinals (Lorentz et al. 1997); (Suh and Traber 1996). Tot i que la
implicacié d’aquests dos factors de transcripcio en la proliferacié i diferenciacio de ’epiteli
intestinal ha estat ampliament demostrada, la seva funcioé i implicacio en el desenvolupament de

processos carcinogenics de ’intesti, continua essent controvertida.
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Cdx2/3 ha estat descrit com un supressor tumorogénic del colon, ja que el ratoli
Cdx2/3+/- desenvolupa mdultiples adenomes en el colon (Chawengsaksophak 1997). A més
’expressio de Cdx2/3 sembla disminuir en el cancer de colon, proporcionalment a la severitat
del tumor (Mallo et al. 1997); (Guo et al. 2004). Ha estat proposat que Cdx2/3 duu a terme la
seva funcio de supressor tumoral, unint-se a la regioé promotora de Cdx1 per tal d’inhibir-lo; pero

fins ara, no s’ha trobat cap unio directa en aquest promotor (Domon-Dell and Freund 2002).

La funcié de Cdx7 en el desenvolupament de tumors intestinals encara esta menys clara.
Tot i que la seva expressio sembla disminuir en alguns cancers de colon, sembla dificil que pugui
tenir un paper de supressor tumoral tal com apunten alguns grups (Jang et al. 2002); (Guo et al.
2004), ja que no s’han descrit tumors de colon en el ratoli KO homozigot. D’altre banda, altres
dades suggereixen un potencial oncogénic de Cdx7: U’expressid ectopica de Cdx! provoca
desenvolupament de metaplasia intestinal (Silberg et al. 1997), la seva sobrexpressio estimula la
tumorogéenesi (Maulbecker and Gruss 1993) i la inhibicio de la seva expressio en la linia cel.lular
de colon Caco-2 mitjancant RNA antisentit, provoca una disminucié en la proliferacio (Lorentz et
al. 1997).

En Uintesti adult, Cdx2/3 actua també regulant la transcripcio d’alguns gens intestinals,
unint-se als seus promotors. Per exemple, la transcripcio especifica en els enterocits diferenciats
de Uintesti del gen de la sacarasa-isomaltasa, depen de la unié especifica de teixit de la
proteina CDX2/3 a un element del seu promotor, conservat al llarg de I’evoluci6. Cdx2/3 també
regula altres gens importants per a la funcié de Uintesti. Tant en les cél.lules L de Uintesti, com
en les cél.lules dels illots pancreatics, Cdx2/3 regula la transcripcio del gen del glucago unint-se
a l’element G1 del seu promotor formant un heterodimer amb el factor de transcripcié Paxé
(Ritz-Laser et al. 1999).

2.2. Els gens Gsh

2.2.1.El gen Gsh1

El gen Gsh1 esta organitzat en 2 exons i un intrd, que es transcriuen en un mRNA de 1786
bp, que codifica per una proteina de 261 aminoacids. La seqiiéncia de cDNA del gen Gsht
codifica per un motiu ric en prolines, una zona de polialanines i un homeodomini (Valerius et al.
1995). A ratoli Gsh-1 es comenca a expresar en el sistema nervids central en el E8’5 i desepareix
cap a Uestadi E13’5. Els seus transcrits es detecten al llarg del tub neural i en el cervell
posterior, i continua bilateralment, en una franja de forma simétrica en el teixit neuroepitelial.
També s’expressa en la part anterior del mesencefal, el diencéfal, el talam i ’hipotalam.
Mutacions a Gsh1 provoquen efectes pleiotropics en el desenvolupament i la funcié de la
glandula pituitaria (Li et al. 1996). Els mutants nuls en homozigosi presenten enanisme extrem,
infantilisme sexual i una mortalitat perinatal significativa. Al mateix temps la produccio
d’algunes hormones pituitaries com U’hormona del creixement, la prolactina i U’hormona
luteinitzant es veu disminuida. Tot i que la morfologia de U’hipotalam és d’aparenca normal,

també es veu afectat en els mutants, ja que tant el promotor de ’hormona alliberadora de
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’hormona de creixement (GHRH), com el promotor del mateix Gsh1, presenten diverses copies
de la seqiiéncia de DNA consensus que uneix la proteina GSH1. Aquest fenotip mutant, indica un

paper critic de Gsh1 en la formacio i funcio de ’eix hipotalamic-pituitaria.

Per tal d’identificar altres gens diana de Gsh7, es van establir unes linies cel.lulars
progenitores del sistema nervios central que tenien el gen Gsh1 inactivat, i es va comparar la
seva expressio génica (mitjancant analisis de microxips d’expressio Affymetrix GeneChip), amb
la mateixa linia cel.lular que expressava Gsh1 de manera normal. S’analitzaren les diferéncies de
transcrits que hi havia entre les dues linies cel.lulars, i es va observar que els gens drm i gasf,
que reprimeixen la proliferacio cel.lular, es trobaven activats en les cél.lules que expressaven
Gsh1 de manera normal. Aquestes observacions indiquen que Gsh?1 funciona regulant la

proliferacié cel.lular (Li et al. 1999).

2.2.2.El gen Gsh2

El gen Gsh2 esta organitzat en 2 exons i un intrd, que es transcriuen en un mRNA de 1679
bp, que codifica per una proteina de 305 aminoacids, amb un homeodomini i diverses zones de
polihistidines i polialanines (Hsieh-Li et al. 1995). La seva expressié6 comenca el dia E10’5 en una
banda de cél.lules neuroepitelials primitives en el tub neural, el mesencefal i el telenceéfal.
Entre el E11’5-E13’5 continua observant-se un patré d’expressié clarament restringit en el
sistema nervios central. El senyal es dona de forma simétrica pero, més fina, en arees del cervell
anterior, mig i posterior. Les regions preventriculars corresponents al nucli talamic en
desenvolupament, I’eminéncia ganglionar, la regioé hipotalamica i el cervell posterior al llarg de
les parets laterals del quart ventricle, presenten unes bandes d’expressi6 molt intenses i ben
localitzades. El dia E14’5 la senyal encara és observable en el cervell, pero menys intensa. A

’estadi E16’5 ja no es detecta expressio de Gsh2.

L’expresio de Gsh2 és induida per shh, i en els mutants de shh, no es detecta expressio de
Gsh2 (Corbin et al. 2000). Els embrions nuls Gsh2 -/- pateixen una especificacié primerenca dels
precursors de ’eminéncia ganglionar lateral (LGE), provocant disrupcions en el desenvolupament
del bulb estriat i del bulb olfactori. Aquest efecte es dona només a precursors cel.lulars
primerencs, mentre que en estadis posteriors, la identitat molecular d’aquestes cél.lules apareix
normalitzada. Paral.lelament a aquests fets, ’expressio de Gsh1 es veu expandida en el LGE de
Gsh2 -/- (Toresson and Campbell 2001). Tot i que no s’observen defectes obvis en el
desenvolupament dels bulb olfactoris i estriat de U’embrid Gsh?1 -/-, els homozigots dobles
mutants nuls per Gsh1/2, presenten disrupcions molt més severes de les observades en el mutant
Gsh2 sol, per tant les cél.lules precursores de LGE presenten una identitat molecular també més
perturbada. Aixi queda demostrada la importancia de Gsh? en el desenvolupament del bulb
olfactori i estriat, del ratoli Gsh2 mutant. Aquests fets indiquen que els gens Gsh tenen un paper
en el control dels pools de precursors LGE, ja que la disminucio de copies dels al.lels de Gsh1 i
Gsh2 resulta en una disminucié notable del nombre de cél.lules precursores, particularment en

la zona subventricular.
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L’homeodomini d’aquests dos gens és identic en un 97% i sembla que els seus dominis
funcionals han estat conservats al llarg de ’evolucid, tal com s’en dedueix de les seqiiéncies
conservades entre la comparacié de Gsh1 de ratoli i Ol-Gsh1 del teleosti Oryzias latipes (Deschet
et al. 1998). Els transcrits de OIl-Gsh1, coincidint amb els de Gsh?1 de ratoli, es troben en
diferents regions del sistema nervios central: la médul.la espinal, el romboencéfal dorsal, el

téctum optic, el diencéfal dorsal, l’analgen de ’hipotalamus i el telencéfal rostral.

2.3.El gen Pdx1

2.3.1.Regulacio del gen Pdx1

El gen Pdx1 huma es localitza a la posicié cromosomica 13q12.1 i esta constituit per dos
exons separats per una regio d’aproximadament 6 kb (Stoffel et al. 1995); (Sharma et al. 1996).
El gen Pdx1 de ratoli ha estat mapat a la regio distal del cromosoma 5, i el Pdx? de rata en el
cromosoma 12 (Fiedorek and Kay 1995); (Yokoi et al. 1997). La proteina PDX1 humana esta
formada per 283 aminoacids i té un pes molecular estimat de 31 Kd. El seu domini d’activacio es
troba en la regiéo NH,-terminal i I’homeodomini, entre els aminoacids 146 i el 206. A més, tots
dos dominis prenen part en interaccions proteina-proteina (Peers et al. 1994); (Peers et al.
1995); (Asahara et al. 1999); (Glick et al. 2000); (Marshak et al. 2000); (Dutta et al. 2001); (Qiu
et al. 2002) (Fig. 9).

Transactivation Homeodomini
(1-75) (146-206)
13-22 32-38 60-73 Pro-rich Pro-rich
1 283
RRMKWKK
PFPWMK (NLS)

Figura 9. Estructura esquematica de Pdx? que conté dos exons amb un
homeodomini separat per un intr6. Adaptat de (McKinnon and Docherty
2001).

El promotor del gen Pdx71 no té caixa TATA i presenta tres llocs d’inici de la transcripcio
(Sharma et al. 1996). La seqiiencia 5° UTR es d’aproximadament 100 nucleotids. La seva
seqlieéncia proteica mostra un elevat grau de similitud entre el ratoli i diferents especies: 90%
amb el hamster, 88% amb la rata, 87% amb el ratoli i 68% amb Xenopus. Fins i tot en peix zebra,
la seqiiéncia de ’homeodomini comparteix un 95% de similitud amb la seqiiéncia dels mamifers
(Milewski et al. 1998) (Fig. 10).

Estudis de mutagenesi dirigida, realitzats en la regido N-terminal de Pdx1, revelen
’existéncia d’un domini de transactivacid, que conté tres subdominis conservats durant

’evolucio: aminoacids 13-22 (subdomini A), aminoacids 32-38 (subdomini B), i aminoacids 60-73
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(subdomini C) (Peshavaria et al. 1997). En la regi6 intermedia, es localita ’homeodomini, que
conté una triple helix flanquejada a cantdé i cantd per una seqiiéncia rica en prolines.
L’homeodomini de PDX1, a més de tenir un paper critic en la unié a DNA, conté un senyal de
localitzacio nuclear en la hélix Ill, format per 7 aminoacids (RRMKWKK) conservats en ratoli, rata
i humans (Hessabi et al. 1999); (Moede et al. 1999) (Fig. 9).

1. Human MMGEEQYYAATOLY KDPC AFORGPAFPEFSASPPACLY MGROPPPPPPHPFPGALGALEQG
2. Hamstar 5

3. Rat PQ- e T e
4. Mouse v Ml PO-A-S y [—
5. Xenopus —5 =W L PQ-A-S——T=——
1. Human SPPDISPYEVPPLADDPAVAHLHHHLF AQLAL PHPPAGPFPEGAEPGYLEEPNRVQLPFP
2. Hamstar A Pee A= -E AP Ve~ —NRVH=——
3. Rat Gl e IN=T e P e =G e o 5 R (e
4, G G—A——P MN-T--T——G——SRVH-——-
5. Xanopus Gi G =lGim e P M T TG SPVH

1. Human WMKSTKAHAWKGOWAGGAY AAEPEENKRTRTAYTRAGLLELEKEFLFNKYISRPRAVELA
2. Hamstar

3. Rat

4 Moyse 5

5 Xemopys 00 e cecs—— S==-GERE | TI

1. Human VMLMLTE RHIKIWFONRRMIKWKKEED KK RGGGTAVG GGGV AEPEQDCAVTSGEELLALPP
2. Hamstar 55

3. Rat GG e G =N = G

4. Moysa (5 G me e TS GG

5. Xenopus 5§ e TG -GG 5

1. Human PPPPGGAVPPAAPVAAREGALPPGLSASPOPSSYAPR RPQEPR

2 Hamstar

3 Rat GV =A iam el

4. Mouysa SGV--A 5 ==L

5. Xenopus SGV=A 5 el

Figura 10. Alineament de seqiiencies de Pdx1 de diferents especies, on queda palesa la seva
elevada conservacio. Extret de (Hui and Perfetti 2002).

Tot i que ha estat descrit que en la regulacié de la transcripcié del gen de la insulina és
crucial el transport de PDX1 des de citoplasma a nucli, depenent de la fosforilacié causada per
elevats nivells de glucosa i insulina, encara queda per determinar si ’exportacié des del nucli
cap al citoplasma, tant a nivell de proteina com de mRNA, pot jugar també un paper determinat
en la regulacio de la seva funcido com a regulador de U'expressié6 de gens diana (Rafiqg et al.
1998); (Macfarlane et al. 1999); (Elrick and Docherty 2001). L’hexapéptid del tipus
anntennapedia (PFPWMK), present en la regio rica en prolines anterior a ’homeodomini, media
’heterodimeritzacio en U’element regulador del promotor de la somatostatina (SST), amb el

factor de transcripcio, també amb homeodomini, PBX1 (Peers et al. 1995); (Goudet et al. 1999).

Com ja ha estat esmentat anteriorment, durant |’organogénesi Pdx1 s’expressa en totes
les cél.lules que s’estan diferenciant cap a un desti exocri i endocri del pancrees. En el pancrees
adult, Pdx1 s’expresa predominantment en les cél.lules B dels illots productores d’insulina i en
algunes cél.lules & productores de SST, pero és gairebé indetectable en els altres tipus cel.lulars
(Guz et al. 1995); (Sander et al. 1997). En els Gltims anys, estudis realitzats per diferents grups,
utilitzant ratolins transgenics, cél.lules en cultius, analisis de Dnasa | footprinting i assajos de

retard en gel (EMSA), han estat de gran importancia per tal d’esbrinar els mecanismes i els
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factors que controlen U’expressio i 'activitat de Pdx7 durant ’embriogénesi i en les cél.lules

madures dels illots.

Elements reguladors distals en el promotor del gen Pdx1 de rata i huma

Sharma i col. (1996), descriuen que el fragment que conté aproximadament 6’5Kb de la
regio 5’ flanquejant del gen Pdx1 és suficient per dirigir ’expressio d’un gen informatiu en els
illots pancreatics i les cél.lules duodenals d’un ratoli transgenic. Entre el nucleotid -6200 i -5670
de la regio 5’ flanquejant del promotor de Pdx1 de rata, existeix un fragment de 530 bp que és
extremadament important per l'activitat especifica en cel.lula B (Peshavaria et al. 1997)
(Fig.11). Aquest fragment conté un motiu de caixa E, idéntic als del promotor del gen de la
insulina. També és reconegut per U’heterodimer format pels factors de transcripcio bHLH
BETA2/NeuroD (especific de cel.lula B) i E47 (factor ubicu), que activa ’expressié de Pdx1 en les
cél.lules B. HNF3 B (hepatocit nuclear factor 3B), membre de la familia de factors de
transcripcio forkhead-wingledhelix, també es pot unir a aquestes seqiiéncies i activar |’expressio
de Pdx1 cooperant amb BETA2/E47.

-4’5 Kb p

HNF-3p
E47/52 HNF-3p USF

6’ Huma

2 H ratoli

Figura 11. Representacié esquematica del promotor de Pdx1 i dels factors de transcripcié que s’hi
uneixen. En U’esquema huma/ratoli s’hi troben representades les caixes E distals especifiques de
rata i la caixa E distal especifica d’huma.

Utilitzant transfeccions transitories d’aquests fragments delecionats, es localitza un altre
element promotor que conté un motiu de caixa E entre -3’7 i -3’45 Kb del promotor de Pdx1 en
huma, que provocava una forta estimulacié del gen informatiu en totes les linies de cél.lules B i
en canvi, la seva activitat era menor en les linies cel.lulars no B, incloses les cel.lules
productores de glucago, cél.lules acinars i cél.lules hepatiques. Analisis d’aquest fragment per
Dnasa | footprinting revelen dues regions protegides: una que unia els factors de transcripcio SP1
i SP2, i una altra que unia els factors HNF-33 i HNF-1a. Aquests factors actuen cooperativament

per regular ’activitat transcripcional del gen Pdx1 (Ben-Shushan et al. 2001).
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Elements reguladors conservats

entre els gens Pdx1 huma i de

ratoli

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor TIFF (LZW).

Figura 12. Homologia de
seqiiencia en les arees |, Il i
lll entre els promotors de
Pdx1 de ratoli , huma i
pollastre. Les seqiiéncies
amb negre son les arees
conservades entre les tres
especies. La  numeraci6
correspon al gen Pdx1 de
ratoli.  Els llocs A1 i A2 de
l’area 1i B de l’area 2, fan
referéncia als llocs d’unié
per HNF3B. Extret de
(Gerrish et al. 2000).
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La caracteritzaci6 del promotor de ratoli es va dur a terme utilitzant un fragment
d’aproximadament 4’5 kb, que recapitulava el patro d’expressi6 endogen (Wu et al. 1997);
(Stoffers et al. 1999); (Gannon et al. 2001). En la seqiiéncia del promotor proximal conservat, es
van descriure tres regions d’elevada homologia entre -2’81 i -1’67 kb del gen huma que equival a
la regid entre -2’7 i -1’8 kb del gen Pdx? de ratoli (Peers et al. 1994). Aquestes regions
s’anomenaren PH1, PH2 i PH3 (Fig. 11) (Marshak et al. 2000) o arees 1, 2 i 3 (Gerrish et al. 2000)
(Fig. 12). Cada una d’aquestes regions conservades era capac¢ de conferir activitat especifica de
cél.lula B en experiments de transfeccions transitories, a un promotor heteroleg. Tot i aixi, les
regions PH1 i PH2 presentaven una induccio més elevada en cel.lula B que en cél.lules no B
(Marshak et al. 2000); (Gerrish et al. 2000). L’abséncia de PH2 en la regio 5’ flanquejant del
promotor a pollastre, suggereix que l’expressio del gen Pdx7 en aus ha de ser diferent que en

rossegadors i humans (Gerrish et al. 2000).

Diferents tipus d’estudis funcionals revelen que el factor de transcripcié HNF-38 s’uneix i
transactiva les regions PH1 i PH2. En PH1 existeixen dos llocs d’unio per HNF-3B: A1 i A2. Tot i
que mutacions en el lloc d’unioé de HNF-3p en la regié PH2 no modifica l’activitat transcripcional,

mutacions en PH1 tenen un efecte important.

La regié PH1 uneix el mateix PDX1 in vitro (Marshak et al. 2000) i in vivo (Gerrish et al.
2001), suggerint un possible loop d’autorregulacié (Chakrabarti et al. 2002). També s’ha descrit
la uni6 de HNF-1a. en la regid PH2 (Gerrish et al. 2001). Aquests tres factors actuarien
cooperativament per tal de regular la transcripcié de Pdx1 (Fig. 11). Aixi HNF-3B, membre de la
familia de factors de transcripcio de la familia forkhead-winged helix, és un factor important en
la regulacié de la transcripcio del gen Pdx71 (Wu et al. 1997). Aquest esta estructuralment
relacional amb la histona H5, que altera l’estructura nucleosomal, obrint l'estructura de la
cromatina i permetent [’accés al promotor a d’altres factors de transcripcio (Clark et al. 1993);
(Shim et al. 1998). HNF-3B8 no es troba restrigit a les cel.lules B, fet que indicaria que
l’especificitat de cel.lula vindria donada per la combinacio amb d’altres factors. Aleshores, en la
regio PH1 s’uneixen membres de la familia HNF-1 tals com HNF-1a. i HNF-1B, que s’hi poden unir
com a homodimers o heterodimers (Bach et al. 1991); (Mendel et al. 1991). Experiments de
transfeccions transitories en cultius de fibroblast, demostren que HNF-3B i HNF-1a. poden activar
el promotor distal huma de forma independent, i que actuent sinérgicament quan son
cotransfectats. De fet les mutacions en HNF-1a representen la forma més freqilent de MODY
(Maturity Onset Diabetes of the Young) (Yamagata et al. 1996).

La importancia d’aquests dominis conservats in vivo es va posar en evidéncia en estudis
amb ratolins transgénics on un fragment de -4’3 a -1’88 kb i que inclou les arees PH1 i PH2, era
capac de dirigir Uexpressio del transgen Unicament i especificament, en les cel.lules dels illots
pancreatics (Wu et al. 1997); (Stoffers et al. 1999); (Gannon et al. 2001). En canvi una regié més
petita que continua contenint les regions PH1 i PH2 és activa en les cel.lules dels illots
productores d’insulina, de glucagd i de somatostatina, en les cél.lules de U'esfinter piloric i en

els conductes biliars. Aquest fragment és considerat com el promotor especific endocri. El
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fragment que conté la regid PH3 dirigeix ’expressio del gen informatiu a les cél.lules
productores d’insulina, tot i que aquesta expressio és perd en el pancrees adult (Gannon et al.
2001). Ha estat proposat que PH3 tingui un paper en les cél.lules B immadures o que proporcioni

senyals del desenvolupament critiques per la iniciacio de la maduracioé del llinatge de cél.lula B.

El promotor proximal del gen Pdx1

En la regio que va del nucleotid -190 al -95 del promotor del gen Pdx1, existeixen tres
motius consens de caixa E , que contenen una seqiiéncia nucli CANNTG. Tot i que al treure dues
d’aquestes caixes E en tandem del nucleotid -177 no disminueix U'activitat del promotor, la
deleccio de la caixa E proximal del nucleotid -104 aboleix completament [’expressié de Pdx1 en
la linia cél.lular HIT-T15. Aquesta caixa E és reconeguda pel factor nuclear helix-loop-
helix/leucine ziper USF-1 (Sharma et al. 1996) (Fig. 11). La seva importancia queda demostrada
en analisis mutacionals, on mutacions en aquesta regié no permeten la unié de USF i aboleixen

’activitat del promotor (Qian et al. 1999).

Regulacio post-transcripcional de PDX1

Els nivells de PDX1 dins la cél.lula, aixi com la seva activacio, estan regulats per diferents
factors nutricionals i hormonals com son la insulina, la glucosa, TGFp i 'estres entre d’altres. En
resposta als canvis de concentracio extracel.lulars de glucosa i insulina, PDX1 és fosforila,
mitjancant la via de la PI3-Kinasa, fet que permet la seva translocacié des de la periferia nuclear
al nucleoplasma, on sera capac d’unir-se al DNA i promoure la transcripcio de determinats gens
(Boam et al. 1990), intervenint aixi en la regulacié dels nivells de glucosa de |’organisme (Fig.
13).

Glucosa

‘Insulina

Figura 13. Esquema de la la regulacié de la translocaci6é nuclear de PDX1 depenent de
glucosa. La glucosa per si sola és capa¢ de provocar la translocacio al nucli de PDX1
per la via de la PI3-K. PDX1 un cop translocat al nucli, regula U'expressio de GLUT2,
insulina i GK, intervenint aixi en la capacitat de resposta de les cel.lules B enfront al
canvi de concentracio de glucosa en el medi. Adaptat de (Hui and Perfetti 2002).

2.3.2.Diabetis mellitus

La diabetis mellitus és un grup heterogeni de malalties metaboliques caracteritzades per
hiperglicémia, que si no son tractades adientment, poden desembocar en altres malalties com la

ceguesa, disfuncions dels ronyons i del sistema nervids periféric i una esperanca de vida reduida.
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Es tracta del desordre metabolic més prevalent arreu del mon, afectant 150 milions de persones,
i incrementant rapidament en determinades poblacions; la incidéncia més elevada es dona en els

paisos desenvolupats.

Segons la causa que la provoca es poden distingir dos tipus de diabetis:

Diabetis de tipus 1. També s’anomena diabetis depenent d’insulina (IDDM) o juvenil,
deguda a una destruccio autoimmune de les cél.lules B i que afecta el 10% del total d’individus
diabétics. S’ha mapat un gen major de susceptibilitat a la regié HLA del cromosoma 6 (Qian et
al. 1999).

Diabetis de tipus 2 o NIDDM és la forma més comuna de diabetis, afectant un 90% dels

individus que pateixen aquesta malaltia; afecta d’un 10-20% de la poblacié major de 45 anys en
molts paisos desenvolupats. Es caracteritza per diferents graus de resisténcia a la insulina i
disfuncié6 de les cél.lules B, desembocant en una hiperglicémia. Diferents esdeveniments
moleculars poden estar implicats en la malaltia, incloent mutacions en un sol gen que afecten la
capacitat de les cel.lules B de secretar insulina, o la capacitat del muscul, teixit adipos i les

cél.lules del fetge de respondre a [’accio de la insulina.

La MODY (Mature Onset Diabetis of the Young) és una malaltia genética complexe que es
caracteritza per una heréncia autosomica dominant i defectes en la secrecio d’insulina, causant
una aparicié primerenca de NIDDM, normalment abans dels 25 anys i freqlientment durant la

infancia o l’adolescéncia (Fajans et al. 2001); (Bell and Polonsky 2001).

Mutacions a diversos gens son responsables de |’aparici6 de MODY. Els individus amb
mutacions en el gen de la glucocinasa (MODY2) presenten una hiperglicemia lleugera després de
menjar, durant tota la seva vida, perd0 rarament necessiten medicacid o desenvolupen
complicacions microvasculars. La principal patologia és la disfuncio de les cél.lules B,
caracteritzada per una disminucié de la sensibilitat pancreatica a la glucosa. Pacients amb
mutacions a HNF1o. (MODY3) presenten una tolerancia normal a la glucosa mentre son infants, i
comencen a presentar simptomes de diabetis en l’adolescéncia o ben aviat a ’edat adulta.
Presenten una hiperglicémia creixent, necessiten tractament i sovint presenten complicacions
microvasculars. Tot aix0, la malaltia és deguda a una progressiva disfuncio de les cel.lules B del
pancrees, que representa una incapacitat per augmentar la secrecio d’insulina en resposta als
nivells de glucosa en ’organisme. Mutacions a HNF-4a (MODY1), HNF-1B (MODY5) i Pdx1 (MODY4)
presenten una clinica similar a HNF-1a.. Darrerament s’han descrit: la MODY6, provocada per una
mutacio en el gen Beta2/NeuroD, una malaltia molt poc freqiient i amb manifestacions cliniques
poc descrites (Velho et al. 2003) i la MODY7, provocada per mutacions en islet (Isl)-1 (revisat en
(Iwasaki 2001)).

MODY4 Al 1997 es descrivia Pdx1 com un nou locus genétic provocant MODY, a la qual
s’anomena MODY4 (Stoffers et al. 1997). La primera observacio que Pdx1 podia estar associat
amb la diabetes de tipus 2 es va fer en estudis d’un nen a qui es va diagnosticar, per autopsia,

agenesi pancreatica, després d’haver sobreviscut 18 dies. Observaren que aquest fenotip era
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causat per una mutacié inactivant en homozigosi en la seqiiéncia codificant de ’ex6 1 de Pdx1
(pro63fsdelC). Aquesta mutacié originava un trencament prematur de la proteina, a la que li
faltava ’homeodomini necessari per a la unio a DNA i la seva localitzacié nuclear. El subjecte
formava part d’un pedigree familiar on els portadors en heterozigosi presentaven una forma de

diabetis de tipus 2 (MODY), d’heréncia autosomica dominant (Fig. 14).

B TA DBD
1 —
wPE-1 N[ oar w| |c
A ez
oM NLS aC
Figura 14. Descripci6 esquematica de les Mutant Isoforms AC
isoformes de IPF1 (PDX1) mutades ( mut IPF1 N L
i mut IPF1 C) i les pautes de lectura oberta mut IPF-1 N ORF-1 ORF—:fg
(ORF-1, -2 i -3). La posicid6 dels peptids
sintétics contra els que es van obtenir els mut IPF-1 C IOHH I ORF-1 |HD| |
antiserums NH2 i COOH terminals s’indiquen _
amb barres puntejades (N, C i N mut). TA, Cmut
domini de transactivacio; DBD, domini d’unio
al DNA; HD, homeododomini; NLS, senyal de Internal
localitzacio nuclear. AC marca la posiciéo de AUG

Pro63fsdelC. Extret de (Stoffers et al. 1997).

Aquesta mutacio consistia en una delecié d’una citosina en una seqiiéncia de sis citosines
que codifiquen per un domini de poliprolina. Els dominis de poliprolina en els factors de
transcripcio son dominis essencials de transactivacid. Aixi doncs, la disrupcio del domini de
transactivacio invalida la funcié transactivacional de Pdx7. Mutacions en el gen Pdx1 dificultarien
la capacitat de les cél.lules B per adaptar-se a les creixents demandes imposades per l’edat. La
funcid defectiva de Pdx1 podria resultar en un creixement anormal de les cél.lules B, disminucid
de ’expressio de la insulina en resposta a la induccié per glucosa i una anormal expressio de les
molécules sensibles a la concentracié de glucosa, com GLUT2 i glucocinasa. Donat que aquesta
patogénesi es produia en heterozigosi, seria degut a un efecte d’haploinsuficiéncia de Pdx7 o un

mecanisme de dominancia negativa.

La mutacié descrita en aquestes families és de gran interés per entendre la funcio de
Pdx1, ja que pot generar dues isoformes de la proteina (Stoffers et al. 1998). Una isoforma
detectable amb un anticos contra la regidé N-terminal de Pdx1, present en el citosol, que conté el
domini de trasactivacié amino terminal intacte (ORF-1) i un segment adicional de 59 aminoacids
(ORF-2), pero ha perdut I’homeodomini i la senyal de localitzacié nuclear i per tant, queda
retinguda en el citoplasma (Fig. 14). La segona isoforma conté la regio carboxi-terminal i utilitza
un codo intern fora de pauta per generar una tercera pauta de lectura (ORF-3). Aquesta pauta de
lectura es solapa amb la pauta de lectura de la proteina salvatge en el lloc on hi ha hagut la
deleccio de la citosina, generant aixi una proteina que conté el domini d’unio al DNA i el senyal
de localitzacio nuclear, pero no el domini de transactivacié. Aquesta isoforma actua per

dominancia negativa, ja que reté les funcions d’unido al DNA, pero no té el domini de
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transactivacio, interferint aixi amb la proteina salvatge PDX1. Aquestes dades indiquen que
mutacions en Pdx7? en la diabetis de tipus 2 poden actuar mitjancant efectes de dominancia
negativa sobre la transcripcid del gen de la insulina i d’altres gens de les cél.lules B que son

regulats per Pdx1 (Fig. 14).

Des d’aleshores, altres mutacions de Pdx71 han estat descrites a diverses families
franceses, britaniques i sueques amb diabetis de tipus 2, tant d’aparicié primerenca com
tardana. Sis d’aquestes eren mutacions de canvi d’aminoacid: C18R, Q59L, D76N, R197H, G21R i
P239Q i una era la inserci6 d’una prolina en la posicidé 243. Totes aquestes mutacions semblen
afectar la capacitat de PDX1 per regular la transcripcio del gen de la insulina, fent que hi hagi

una resposta malmesa a la glucosa oral (Fig. 15).

Transactivation Homeodomain
(1-79) (146-206)
I I I
13-22 32-38 60-73 Pro-rich Pro-rich
C18R Q59L D76N R197H G212R P239Q
Pro243InsCCG

Figura 15. Esquema de mutacions en Pdx1 identificades en pacients amb diabetes de tipus 2
primarenca i tardana. Adaptat de (Docherty 2001).

3.EL PANCREES

El pancrees és un derivat endodérmic que presenta cél.lules exocrines, endocrines i
conductes de secrecié (Fig. 16). EL 90% del pancrees el formen les cél.lules exocrines, que
produeixen enzims digestius tals com proteases, amilases, lipases i nucleases, secretades al
duodé a través dels conductes. La secrecié d’aquests enzims digestius és regulada per hormones
com la secretina, colecistoquinina i gastrina, aixi com per estimuls neuronals. Els illots endocrins
estan formats per quatre tipus cel.lulars diferents: «, B, 5 i PP, que produeixen glucago, insulina,
somatostatina i polipéptid pancreatic respectivament. Aquests illots pancreatics estan formats
per un nucli de cel.lules B, que queda emboltat pels altres tipus cel.lulars. Encara ara, es coneix
poc sobre els factors de transcripcié que intervenen en la formacid, el desenvolupament i la
diferenciacio del pancrees. Tot i aix0, esta clar que senyals enviats entre ’endoderm i el
mesoderm i el contacte cél.lula-cél.lula son importants per la formacio dels illots pancreatics
(Bramblett et al. 2000); (Itkin-Ansari et al. 2000); (Kim KS 2001).
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Figura 16. a) El pancreas madur es troba adjacent al duodé. b) La funcio del
pancreas exocri (cél.lules acinars) és la produccié enzims digestius que aniran a
parar al tracte intestinal. c) Illots del pancreas endocri. Extret de (Edlund 2002).

3.1.Senyalitzacié en |’especificacioé del pancrees presumptiu

Els estadis inicials del desenvolupament pancreatic tenen lloc durant ’embriogénesi
primerenca, pero encara no es coneixen molts dels factors de transcripci6 que hi estan
implicats. Aquest procés depén d’una xarxa génica de factors de transcripcio i molécules de

senyalitzacio, subjectes a una localitzacio, un temps i una duraci6 especifics (Slack 1995).

Durant U’embriogenesi, el pancrees es forma a partir de ’endoderm de U’intesti anterior
primitiu, en ’area que donara lloc al duode, en una decisio que determinara, bé cap a fetge, bé
cap a pancrees, el dia E8’0-8’5 (Slack 1995); (Deutsch et al. 2001). De fet, aquesta especificacio
es dona de forma independent en dos grups de cel.lules, que s’engruxeixen, constituint els
primordis dorsal i ventral del pancrees. Aquests primordis segueixen programes de
desenvolupament que no s6n completament idéntics i que son lleugerament asincronics, fins que
es fusionaran per donar lloc a un Unic organ pancreatic (Fig. 17). Pdx1, un dels gens marcadors
de pancrees d’expressio primerenca, comenca a detectar-se el dia E8’5 en la regié dorsal de
’intesti. En el ratoli, apareix el primordi dorsal en el dia embrionari 9’5 (E9’5), mentre que el
primordi ventral apareix un dia després. També és el moment on apareixen les primeres cél.lules
o secretores de glucagd. A E10°5 apareixen les primeres cél.lules B, productores d’insulina,
seguides per (aproximadament a E15’5) les cél.lules secretores de SST i en el naixement, per les
cél.lules PP, secretores del PP (Slack 1995). Quan es doéna la rotacio de l’estomac i el duode, el
primordi ventral i Uorifici hepatopancreatic es mouen, fins a fusionar-se per formar el pancrees
a E17. En el pancrees adult, 'expressié de Pdx1 queda restringida a les cél.lules B i & (Edlund
2001).
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Figura 17. El desenvolupament pancreatic comenca amb |’evaginaciod
de Uendoderm de Ulintesti primitiu que formara els primordis
pancreatics dorsal i ventral (E9). Pdx1 és un dels marcadors inicials en
aquests estadis. Els dos primordis creixeran, es ramificaran i es
fusionaran en E13-14 per formar el pancreas definitiu. Extret de
(Edlund 2001).

Durant el desenvolupament del pancrees, son crucials els senyals que provenen de les
capes germinals adjacents. Els factors de creixement del mesoderm fibroblast growth factors
(FGFs) funcionen com a molecules de senyalitzaci6 importants en la regulacié del
desenvolupament (Fig. 18). Aquestes proteines estan involucrades en la formacio del patro, la
proliferacio i diferenciacio cel.lular de molts organs derivats de ’endoderm, inclos el pancrees
(Hart et al. 2000). El ratoli mutant nul per Fgf10 presenta hipoplasia pancreatica, tant ventral
com dorsal, com a resultat de la disminucié de la proliferacié epitelial (Bhushan et al. 2001).
També son importants per al desenvolupament del pancrees els epidermal growth factors (EGF) -
factors de creixement epidérmics-, secretats també pel mesénquima i que promouen la
proliferacio epitelial in vitro (Fig. 18) (Cras-Meneur et al. 2001), ja que els ratolins mutants nuls
pel seu receptor presenten una disminucié moderada del creixement pancreatic (Miettinen et al.
2000).

Figura 18. Esquema de la senyalitzacio Para ver esta pelicula, debe
mesenquima/epiteli. La senyalitzacio del disponer de QuickTime™ y de
mesénquima pancreatic cap a lepiteli es un descompresor TIFF (LZW)-
dona per secrecié de factors de creixement
de les families com FGF, HGF i EGF. Durant
la  vasculogénesi, les cel.lules del
mesenquima es diferencien en vasos
intrahepatics i les cel.lules epitelials
pancreatiques en els diferents tipus
cel.lulars del pancreas. Extret de (Jensen
2004).

Anterior a U’especificacio cap al desti pancreatic dorsal, 'epiteli de U'intesti posterior és
troba adjacent a la notocorda, una estructura axial mesodérmica (Slack 1995) (Fig. 19). La

notocorda secreta factors moleculars com ’actina-betaB (membre de la familia de factors de
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Figura 19. Les senyals inductives que provenen de les interaccions entre els teixitx derivats a ’endoderm
i el mesoderm de lintesti anterior promouen el desenvolupament pancreatic. a)E8,0 a notocorda es
troba en contacte directe amb U’endoderm del pancreas dorsal pressumptiu, permeten U’expressié de
Pdx1 (groc). L’endoderm lateral expressa Shh (blau) perdo no Pdx7. També estan representats el
mesoderm paraxial i ’aorta dorsal. b)E8,5-9,0 es forma el primordi pancreatic dorsal i el primordi
pancreatic ventral pressumptiu. L’endoderm del pancreas ventral contacta amb el septum transversum i
expressa Pdx1, mentre que ’endoderm hepatogénic contacta amb el mesoderm cardiac i expressa Shh
perd no Pdx1. De U’endoteli dels vasos sanguinis (v) provenen senyals intercel.lulars que promouen
’expressié de gens pancreatics en ’endoderm adjacent. C)E9,5 les cél.lules mesenquimatiques derivades
del mesoderm envolten el primordi pancreatic dorsal i ventral, que es troben separats per !'epiteli
duodenal que expressa Shh. Extret de (Kim et al. 2002).

creixement transformadors TGFB (Transforming growth factor) i FGF2, que condicionen el
mesenquima del putatiu pancrees i activen ’expressio de gens pancreatics, reprimint-ne la de
Sonic hedgehog (Shh) a la regié dorsal de I’endoderm de l’intesti anterior que esta destinat a
formar pancrees (Hebrok et al. 1998). Sonic hedgehog (SHH), una proteina de senyalitzacio
intercel.lular i repressor de la formacié d’illots i ramificacid acinar, és troba absent de
I’endoderm pancreatic; per contra, té un alt nivell d’expressi6 en ’estomac adjacent i en
’endoderm del duodé. L’exclusié de Shh de ’endoderm pancreatic és essencial per a la iniciacio
del programa pancreatic en el ratoli i pollastre. En ratolins transgénics amb expressio ectopica
de Shh en ’epiteli pancreatic presumptiu, s’observa una barreja entre fenotip de pancrees i
duodé (Apelqgvist et al. 1997). Aquesta exclusido de Shh permet l’evaginacié dels primordis
pancreatics. Altres factors, com la proteina FGF4 estan també implicats en |’especificacio
primerenca de U’endoderm. Alguns resultats han demostrat que FGF4 és capa¢ d’induir
’expressio de gens especifics de pancrees, com Beta2/NeuroD i SST in vitro (Wells and Melton
2000).

Tant el primordi pancreatic ventral com el fetge s’originen a partir d’una cel.lula
precursora comuna (Deutsch et al. 2001). Mentre que per defecte, l’endoderm ventral de
’intesti anterior activa la formacié de pancrees, senyals del mesénquima cardiac adjacent (com

els FGFs) fan que ’endoderm expressi gens que activaran |’organogenesi del fetge, com son els
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factors de transcripcié nuclear hepatics (HNFs). SHH apareix com un factor central en aquesta
opcio6 bipotencial del precursor comu. Shh s’expresa en el mesenquima cardiac, i és essencial per
a la morfogenesi de la traquea, pulmons i esofag (Chiang et al. 1996); (Litingtung et al. 1998)
pero contrariament que en l’endoderm dorsal, ’endoderm ventral no expresa Shh per defecte
(Deutsch et al. 2001). Aixi doncs, sembla que el mesoderm cardiac localitzat ventralment,
induiria una expressio local de Shh que contribuiria a Uexclusio local de desenvolupament del
pancrees (Fig. 19). Altres diferencies en el desenvolupament dels primordis dorsal i ventral son
degudes a diferencies en els seus respectius teixits mesenquimatics com, per exemple,
’expressid de Isl-1, localitzada en el mesenquima dorsal (Ahlgren et al. 1997) i en les diferéncies

temporals en ’aparicio de les cél.lules endocrines en el primordi ventral (Spooner et al. 1970).

Al peix zebra, U’especificacio del desenvolupament del pancrees és diferent que la de
pollet i ratoli; ’expressio de Shh és necessaria per al desenvolupament del pancrees endocri i
’expressioé d’insulina (Roy et al. 2001), constituint un paradigma senyalitzador semblant al de la
regulacio de la produccié de la insulina proposada per senyals hedgehog en les cél.lules B

pancreatiques adultes (Thomas et al. 2000).

3.2.Factors de transcripcio i desenvolupament pancreatic primerenc

Al mateix temps que es donen aquests senyals intercel.lulars permisius i directius, un
programa selectiu d’expressio genica defineix el desti del desenvolupament en |epiteli
pancreatic de ’embrid. Aquest programa utilitza ’activacio i repressio de diferents factors de
transcripcié i es manifesta en dues fases: una que defineix l’inici dels primordis del pancrees
primitiu (transicié primaria) i una segona fase que dicta el compromis cap a un llinatge exocri o
endocri (transicio secundaria). La disrupcié de gens diana que codifiquen per diversos factors de
transcripcio ha demostrat la importancia de la regulacié del programa de desenvolupament

pancreatic.

Hb9 (codificat per HIxb9), una proteina amb homeodomini, s’expressa en dues fases del
desenvolupament diferents: primer durant ’evaginacié dels primordis pancreatics en E8 i
després, durant la diferenciacio de les cél.lules B. En el ratoli nul per HIxb9 no es desenvolupa el
lobul dorsal del pancrees i no s’expressa Pdx1. Tot i que el lobul ventral es desenvolupa,
presenta uns illots pancreatics més petits, amb un nombre reduit de cél.lules B (Li et al. 1999);
(Harrison et al. 1999).

Isl-1, un membre de la familia amb homeodomini LIM, esmentat anteriorment, és
necessari per a la diferenciacio de tots els tipus cel.lulars dels illots (Ahlgren et al. 1997). En el
ratoli mutant nul no hi ha presencia de cél.lules endocrines i no es desenvolupa el primordi
pancreatic dorsal, reflectint part de Uefecte del ratoli knockout (KO) de Hixb9. Isl1 també és
requerit a les cél.lules dels illots diferenciades; aquest requeriment secundari complica el mapa
del desenvolupament del pancrees a nivell molecular, particularment en els estudis de KO, on la

interrupcio6 de la funcié inicial provoca letalitat embrionaria.
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Recentment, s’ha suggerit que PBX1, un factor de transcripcié amb homeodomini, membre
de la classe TALE (3 amino acid loop extension), també és essencial per al correcte
desenvolupament i funcionament del pancrees (Liu et al. 2001). Pbx1 s’expressa a |’epiteli
pancreatic i al mesénquima que lembolta (Kim et al. 2002). Els embrions Pbx1 -/- presenten
hipoplasia pancreatica i defectes en la diferenciaci6 de les cél.lules exocrines i endocrines abans
de morir en E15. En aquest embrions U’expresio de Isl1 esta reduida. Els adults Pbx1 +/-
presenten malformacions en els illots i hipoinsulinemia (Kim et al. 2002). S’ha descrit que PBX1 i
PDX1 formen un complex per a la regulacié de la transcripcié del gen SST (Peers et al. 1995). Es
possible doncs que a través de la seva interaccié amb PDX1, PBX1, un factor de transcripcio més
general, jugui un paper important en els estadis inicials del desenvolupament pancreatic en
’embrio (Dutta et al. 2001).

3.3.Senyalitacié en ’especificacié dels compartiments exocri i endocri

Després de la formacio dels primordis pancreatics dorsal i ventral, ’epiteli pancreatic
prolifera, envaint el mesénquima del voltant; els primordis roten i es fusionen per formar el
pancrees definitiu. Senyals intercel.lulars mitjancats per TGFB, hedgehog i Notch sén importants
per tal de crear un limit molecular en Uepiteli i proporcionar condicions permisives per
’expansio i lorganogénesi pancreatica. Senyals del mesénquima cap a Uepiteli invasor

regularien el balanc apropiat entre el desenvolupament exocri i endocri (Gittes et al. 1996).

Tant en Uepiteli com en el mesénquima pancreatic, s’expressen agonistes i antagonistes
de la senyalitzacio de TGFp. Els agonistes com U’activina i TGFB1, promouen el desenvolupament
de les cel.lules endocrines in vitro (Sanvito et al. 1994). En el ratoli transgenic tant la
sobrexpressio del dominant negatiu, com de la forma constitutivament activa del receptor de
’activina, provoca una hipoplasia dels illots (Yamagata et al. 1996); mentre que la
sobreexpressio de la forma dominant negativa del receptor TGFBIl altera la diferenciacio i
proliferacié de les cel.lules acinars (Bottinger et al. 1997). En canvi antagonistes com la
follistatina promouen la diferenciaci6 embrionaria de les cél.lules exocrines i inhibeixen el
desenvolupament endocri en cultiu (Miralles et al. 1998). Per tant, és necessari un equilibri en la
senyalitzacio entre la follistatina i els factors de diferenciacid, activina, TGFB1, per tal

d’aconseguir una taxa equilibrada de teixit exocri i endocri en el pancrees (St-Onge et al. 1999).

La senyalitzacid per Notch governa el desti cel.lular durant el desenvolupament del
pancrees. Aquesta senyalitzacio regularia el desti de ceél.lules exocrines i endocrines,
mimetitzant un mecanisme que es dona durant el desenvolupament neural, anomenat inhibicié
lateral (Artavanis-Tsakonas et al. 1999) (Fig. 20). En les crestes neurals, ’expressio del factors
de transcripcio basic helix-loop-helix (bHLH) com les neurogenines (ngn) fan que s’expressin
lligands extracel.lulars com delta (dl), serrate (ser) i jagged a les céel.lules precursores neuronals
que activen el receptor Notch de les cél.lules adjacents, que transdueixen el senyal, activant la

transcripcio dels gens hes. Aquests gens codifiquen per factors bHLH, que funcionen reprimint
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’expressio de ngn i altres gens diana, no permetent la diferenciacié neuronal de les cél.lules

adjacents als neuroblasts que es desenvolupen (Fig. 20).

Figura 20. La senyalitzaci6 per

Notch es dona entre cél.lules Receptors Ligands
adjacents, per senyalitzacio ( ‘*_-._ Notch} [ -,; \
mitjancant receptors ancorats a la | = 0 Delta
membrana, codificats pels gens . Serrate
Notch, i els lligands codificats per E

Delta i Serrate. L’activacio lligand-

receptor, fa que la part

intracel.lular del receptor (IC) sigui —
alliberada i pugui translocar-se a

nucli, on al seu torn, via el factor -"‘rrm

de transcripci6 RPB-J, activa el
Uexpressio dels gens Hes, els quals l l
codifiquen per repressors bHLH que,

al seu torn, reprimeixen ngn3, Secondary fate Primary fate
impedint la diferenciacié. Extret de

(Edlund 2001).

En definitiva, el model d’inhibicio lateral proporciona un mecanisme pel qual la cél.lula
que es diferenciara en cel.lula del llinatge endocri (positiva per ngn) inhibeix les seves cél.lules
veines, forcant-les a adoptar un desti no-endocri, és a dir, exocri o de cel.lula dels conductes.
En la generacio del pancrees, el gen neurogenina 3 (Ngn3) és necessari per al desenvolupament
del llinatge cel.lular pancreatic endocri (Gradwohl et al. 2000) i ha estat designat com un
marcador de cél.lules precursores dels illots (Sander et al. 2000). La sobrexpressio de Ngn3 en el
desenvolupament del pancrees provoca una diferenciacio accelerada de les cel.lules
progenitores endocrines (Sander et al. 2000); (Apelqvist et al. 1999). Aixi Hes1 es troba absent
de les cel.lules endocrines d’acord amb aquest model, i el ratoli KO pateix una rapida disminucié
de les cél.lules precursores, resultant en un desenvolupament precoc de les cel.lules endocrines
(Jensen et al. 2000). El ratoli deficient pel lligand delta like-1 (dll1) presenta una diferenciacio
accelerada de les cél.lules epitelials pancreatiques que expressen Ngn3 (Apelqvist et al. 1999), i
una sobre expressid de dll1 en 'intesti del ratoli salvatge, suggerint ’existéncia d’un fenomen
de retroalimentacié entre els dos. Tot i aixi, molts autors no estan d’acord amb aquest model
d’inhibicio lateral, degut a la falta d’agrupacio de les cél.lules endocrines en abséncia de Hes1
(Apelqvist et al. 1999) (Fig. 21).

Letaral

Pancreatic inhibition
progenitor cells M ﬁ'
via Nolch-

signalling

Figura 21. L’especificaci6 de les
cél.lules endocrines del pancreas a
partir d’un  pool de cél.lules
progenitores té lloc via inhibici6 lateral
implicant la via de senyalitzacié per
Notch, en la qual ngn3 actua com un gen
proendocri. Modificat de (Edlund 2001).

Lateral inhibition at early pancreatic stages
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3.4.Diferenciacio de les cél.lules endocrines

La diferenciacio del pancrees comenca en les cél.lules epitelials que expressen HNFs, Hb9
i Pdx1. Després d’aquest estadi inicial de desenvolupament pancreatic, Isl1 i Beta2/NeuroD
indueixen la diferenciacié de les cél.lules epitelials a cél.lules precursores endocrines i HNF6
indueix HNF3p, que transactiva l’expressio de Pdx1, i també neurogenina 3 (Ngn3) (Jacquemin et
al. 2000). L’expressio de Ngn3 comenca el dia E9 en el primordi pancreatic i la seva expressio
incrementa fins a un pic el E15’5 durant ’onada més gran de génesi de cél.lules endocrines, i

disminueix en el naixement, amb poca o nul.la expressio de Ngn3 en el pancrees adult.

Tot i que Ngn3 és necessari i suficient per dirigir el programa de diferenciacio de les
cél.lules dels illots durant el desenvolupament, s’ha de remarcar que ’activitat dels factors de
transcripcio especifics que regulen els elements cis en la regio del promotor del gen Ngn3, dicten
el desti endocri de la cél.lula col.lectivament. En la regio distal del promotor del gen Ngn3, ha
estat recentment identificat un cluster per dianes d’uni6 a HNF1a, HNF3B i HNF6 (Lee et al.
2001). La disrupcié d’aquests gens durant el desenvolupament de ’embrid, afecta la progressio
del desenvolupament pancreatic primerenc i ’especificaciéo endocrina. El ratoli homozigot per
una disrupcido en el gen Hnfla presenta uns illots petits i una reduida secrecio d’insulina
(Pontoglio et al. 1998). Al ratoli nul per Hnf343li manca ’intesti anterior (Ang and Rossant 1994);
(Weinstein et al. 1994), i en "embri6 de ratoli amb manca d’expressi6 de Hnfé hi ha una
reduccio de la diferenciacié de cél.lules endocrines, a més d’una severa disminucio dels nivells
d’expressio de Ngn3 (Jacqueminet et al. 2000). Tot i aixi, l’expressio independent dels factors
HNF no sembla ser suficient per a ’expressio de Ngn3, sin6 que més aviat existeix un mecanisme
de cooperacio entre aquestes proteines accessories per a |’activacio restringida de tipus cel.lular
del promotor de Ngn3 (Lee et al. 2001). Hes1 reprimeix ’expressio de Ngn3 unint-se a diversos
llocs silenciadors localitzats prop del lloc d’inici de la transcripcié (Lee et al. 2001), i aixi

suprimeix el patrd precursor endocri a través de la senyalitzacio per Notch.

Ngn3 indueix ’expressio de Beta2/NeuroD i Hes1 (Apelqvist et al. 1997); (Schwitzgebel et
al. 2000); (Huang et al. 2000). BETA2/NeuroD també és requerit per la diferenciacio de les
cel.lules endocrines, ja que és necessari per completar la diferenciacié dels diferents tipus de
cél.lules endocrines (Lee et al. 1995). El ratoli homozigot per a la mutacio nula té una important
reduccié en el nombre de cél.lules endocrines -de manera més evident en la poblaciéo de
cél.lules B— i mor al cap de 3-6 dies després de néixer, a causa d’una hiperglicémia (Naya et al.
1997). La sobreexpressio de Beta2/NeuroD provoca una diferenciacio primerenca de les cel.lules

endocrines (predominantment de les cél.lules a).

Per altra banda, HES1 és un inhibidor de la diferenciacio de les ceél.lules endocrines que
actua reprimint Uexpressio de Beta2/NeuroD mediada per Ngn3. L’expressio de Hes? no era
detectada en les cél.lules a, i el ratoli mutant presenta hipoplasia pancreatica amb un major
nombre de cél.lules que expressen glucagd (Jacquemin et al. 2000). Aquestes dades suggereixen

que Hes? juga un paper important en el manteniment del pool precursor de cél.lules
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pancreatiques durant el desenvolupament i que la hipoplasia pancreatica és deguda a la
diferenciacio prematura de les cél.lules endocrines amb una reduccio de les cel.lules precursores

pancreatiques.

3.5.Factors de transcripcié que intervenen a la diferenciaci6 de les cél.lules

dels illots

Les cél.lules del pancrees es diferencien a partir d’una cél.lula progenitora comuna que
expressa Pdx1 (Fig. 22). Després, les cél.lules que expressaran Hes? queden determinades a un
desti cel.lular exocri, i les que expressen Ngn3 a un desti endocri. Aquestes Ultimes segueixen
una cascada temporal de canvis de senyalitzacio, controlada per un canvi especific de
’expressio de factors de transcripcid, per acabar generant quatre tipus cel.lulars endocrins:
a, B, 8 i PP que secreten glucagd, insulina, somatostatina i polipéptid pancreatic respectivament.
Es coneixen alguns factors que intervenen en aquesta cascada de diferenciacio, que no s’ha

d’entendre com un procés lineal:

HNF1a HES1 Q

FGF2 Precursora de
g HNF 33 m / cel.lula alfa

Activina ﬁ HNF4

HNF6 Ng"3
L Hb9 Pax6, Nkx2.2
BETA2 Cel.lula endocripa ¢
IEI ¢ progemtora
\| PDX1

Q
Precursora de
—> cel.lula beta, delta i T

ceél.lula endotelial T Cel. lula progenitora

dif jad pluripotent Q
no diferenciada T\ Pdx1. Paxd
p48/PTF1 Q > O

Precursora de
cel.lula exocrina

[es | [ague |

Figura 22. Model de llinatge cel.lular pancreatic. Factors de transcripci6 involucrats en el
desenvolupament del pancreas i la diferenciacio cel.lular especifica. Adaptat de (Ashizawa et al. 2004).

PBX1

3.5.1.NKX2.2 pertany a la classe de proteines NK amb homeodomini. S’expressa en
’embri6 entre E8’5-9’0 tan en ’epiteli dorsal com ventral (Edlund 1998). En E9’5 després de la

seva expressid en el primordi pancreatic, comenca a quedar restringida a les cél.lules o, B i PP
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dels illots madurs, sense expressio en les cél.lules & (Sussel et al. 1998). Els ratolins mutants
presenten una acumulaci6 de cel.lules B no diferenciades completament en estadis tardans del
desenvolupament pancreatic i moren degut a hiperglicemia (Jorgensen et al. 1999); (Watada G

2000). Aquests ratolins també presenten una disminucio en el nombre de cél.lules o i PP.

3.5.2.NKX6.1 és un altre membre de la classe NK de proteines amb homeodomini. En el
pancrees madur nomeés s’expressa en les cél.lules B, i la seva disrupcidé en el ratoli mutant
provoca una inhibicio de la formacio de cél.lules B durant la transicié secundaria, moment en el

que es produeixen la major part d’aquestes cél.lules (Sander et al. 2000).

3.5.3.PAX4 és una proteina amb homeodomini i un domini paired, necessaria per a la
diferenciacio de les cel.lules B i 8. El ratoli mutant nul per aquest gen mor al cap de 3 dies del
seu neixament i presenta una abséncia de cel.lules B i & i un augment en el nombre de cél.lules
o (Sosa-Pineda et al. 1997).

3.5.4.PAX6 és també una proteina amb homeodomini i un domini paired que s’expressa
en els ultims estadis del desenvolupament pancreatic, augmentant la seva expressio en les
cél.lules precursores endocrines. Pax6 és essencial per a la diferenciacio de totes les cel.lules
endocrines a diferents nivells. El ratoli mutant nul per aquest gen presenta poques o cap
cél.lules o i una reduccio important dels altres tipus cel.lulars presents en els illots (St-Onge et
al. 1997); (Sander et al. 1997). La proteina PAX6 és necessaria per a la diferenciacio final de les
cél.lules o secretores de glucagd. El ratoli doble mutant per Pax4 i Pax6 no desenvolupa cel.lules

endocrines madures de cap tipus (St-Onge et al. 1997).

3.5.5.ISL1 L’estudi de Isl1 en la diferenciacio de les cél.lules endocrines queda
emmascarat en el ratoli nul per Isl1, ja que aquest és necessari per a la formacié del
meseénquima pancreatic dorsal i el ratoli mor en E9’5. Al ratoli salvatge Isl1 exerceix un paper
essencial en la diferenciacio de les cél.lules dels illots, perd no és necessari per a la

diferenciacio de les cél.lules exocrines (Ahlgren et al. 1997).

3.5.6.PDX1 El ratoli KO per a ’expressié de Pdx1 presenta ageneésis pancreatica i, per aixo,
es fa dificil coneixer la funcié de Pdx7 durant els estadis més tardans del desenvolupament
pancreatic. Per examinar amb més detall la seva expressiéo durant el desenvolupament del
pancrees, és va induir l"inactivacié especifica de Pdx1 en cél.lules B utilitzant el sistema Cre-lox
(Ahlgren et al. 1998). Aquest estudi va posar en evidéncia el paper essencial de Pdx? en el
manteniment del fenotip de la cél.lula B, activant els gens de la insulina, IAPP i Glut-2, aixi com
reprimint ’expressio del glucagd. Aquestes dades indiquen que U’expressio a nivells normals de
Pdx1 en les cél.lules B és essencial per a mantenir I’homeostasi de la glucosa (Ahlgren et al.
1998); (Dutta et al. 1998); (Thomas et al. 2001).

3.5.7.HNFs Els factors de transcripcio de la familia HNF estan implicats en la regulacio de

Pdx1 i Ngn3 i, per tant, son factors importants en el desenvolupament pancreatic. Com a punt
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interessant, cal remarcar que mutacions en tres dels sis gens causants de la diabetis monogénica
(MODY) s’atribueixen a membres de la familia HNF (Sharma et al. 1997); (Wu et al. 1997); (Ben-
Shushan et al. 2001); (Gerrish et al. 2000).

3.6.Diferenciacié de les cél.lules acinars exocrines

El pancrees exocri esta constituit per les cél.lules acinars, que produeixen diversos enzims
digestius, i les cél.lules dels conductes que transporten aquests enzims al duode. Les cél.lules
acinars produeixen més de 20 enzims diferents, com amilases, lipases i nucleases, la majoria
dels quals se secreten com a precursors inactius i s’activen un cop han entrat al duode.

Les senyals del mesénquima son importants per estimular el desenvolupament del
pancrees exocri i per determinar la taxa entre teixit exocri-endocri del pancrees. Quan es cultiva
pancrees in vitro en abséncia de mesénquima, no es desenvolupen cel.lules exocrines i, en

canvi, es promou la diferenciacio de U’epiteli cap a teixit endocri (Gittes et al. 1996).

El gen Ptf1a codifica per una proteina (p48) bHLH, especifica de teixit, que inicialment es
va identificar com essencial per al desenvolupament pancreatic exocri. La proteina p48 és la
subunitat B del complex de transcripcié hetero-oligomeric PTF1, que s’uneix a molts dels
promotors dels gens que s’expressen al pancrees digestiu. p48 és necessari per la formacio de les
cél.lules acinars i dels conductes. Els ratolins nounats homozigots nuls per a Ptfla (p48)
presenten una falta total de teixit exocri i, tot i que els illots pancreatics se segueixen formant,
es troben localitzats de manera heterotopica en la melsa (Krapp et al. 1996). Aquest fet indica
que factors produits en el pancrees exocri son necessaris per regular |’organitzacié espacial de
les cél.lules endocrines. El teixit pancreatic exocri proveeix un ninxol fisic per al pancrees
endocri. Pdx1 esta present a nivells basals a les cél.lules acinars i i s’ha descrit que PDX1 i PTF1
s’uneixen i participen de forma cooperativa en l’activacio del gen de U'elastasal a les cél.lules
acinars (Rose et al. 2001). Ptfla no només té un paper en la diferenciacio de les cel.lules
exocrines, sind que és també fonamental en U’especificacio del pancrees (Fig. 23). En abséncia
de Ptf1a les cél.lules progenitores del pancrees, per defecte, es diferencien en cél.lules
duodenals (Kawaguchi Y 2002).

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor TIFF (LZW).

Figura 23. L’expressio de Ptfla
en el domini d’expressio Pdx1
defineix les cél.lules que
adoptaran un desti pancreatic.
Extret de (Kumar and Melton
2003).
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El gen Mist1, que codifica per un factor de transcripcido bHLH, s’expressa especificament
en les cel.lules acinars. El ratoli mutant té una degeneracio progressiva del pancrees exocri (Pin
et al. 2001). Els enzims digestius, en comptes de ser secretats en el sistema dels conductes,
s’activen intracel.lularment, provocant una autolisi i lesions tissulars. Al llarg del temps, el
pancrees d’aquests ratolins es va inflamant i tornant cistic, recapitulant el que es produeix en
una pancreatitis cronica humana. La pérdua de ceél.lules exocrines és deguda tant a una
desdiferenciacio fenotipica com a la mort cel.lular; les cél.lules acinars son substituides per
cél.lules dels conductes, i cel.lules individuals co-expresen antigens tan de ceél.lules dels

conductes com acinars.

Finalment U’expressio ectopica de Pdx1 al pancrees exocri d’un ratoli transgénic provoca la
disrupcio del fenotip cel.lular exocri, indicant que la regulaci6 a la baixa de ’expressio de Pdx1

és essencial per al desenvolupament normal del compartiment exocri (Heller et al. 2001).

3.7.Els models de diferenciacio endocrina

Com ja s’ha esmentat, tant les cél.lules endocrines com exocrines del pancrees s’originen
a partir d’una cél.lula progenitora que expressa Pdx1. Dins la cascada de diferenciacid
pancreatica, les cél.lules que expressen Ngn3, representen un precursor comu per a la poblacio
de cél.lules endocrines. S’han proposat dos models per explicar la divergencia en la diferenciacio
de les cél.lules endocrines, que resulten en la formaci6 dels quatre tipus cel.lulars diferents dels
illots (a, B, 8, PP).

-Un primer model descriu les cél.lules endocrines derivant d’una cél.lula progenitora
pluripotent multi-hormonal. En aquest model, la induccié o extincié selectiva de !’expressio
hormonal determinaria el desti cel.lular durant el desenvolupament, resultant en una expressio
hormonal amb un patré restringit exhibit pels diferents fenotips hormonals de les cél.lules que
formen els illots (Guz et al. 1995). Al 1988 ja proposa un model on totes les cél.lules endocrines
del pancrees és diferenciarien a partir d’una cél.lula progenitora comuna, que probablement

seria semblant a una cél.lula o. (Alpert et al. 1988).

-El segon model descriu les cel.lules o i B diferenciant-se per dues vies independents. Les
técniques moleculars modernes han donat més suport a aquest darrer model de diferenciacio.
Herrera i col. van analitzar el desenvolupament de llinatge cel.lular en els illots pancreatics,
marcant irreversiblement la progénie cel.lular (Herrera 2000). La conclusio essencial d’aquest
estudi va ser que les cél.lules o adultes productores de glucago i les céel.lules B productores
d’insulina deriven de cél.lules que no han expressat mai insulina o glucago, respectivament,
suggerint U'existéncia de llinatges separats per als dos tipus cel.lulars. Les progenitores de les
cél.lules B, pero no les progenitores de les cél.lules o, expressen el gen polipeptidic pancreatic
PP. Un altre estudi que recolza aquest darrer model, es basa en [’analisi de [’expressio génica de
diferents factors de transcripcio especifics de pancrees, durant el procés de diferenciacio
pancreatica. En aquest treball s’observa un desenvolupament independent de les cél.lules a.i 3 a

partir de les cel.lules precursores que expresen Ngn3 (Jensen et al. 2000).

37



Introduccio

Aixi doncs, lacumulacié de resultats de diferents estudis suggereix que els precursors
positius per Ngn3 queden destinats a un desti cel.lular endocri via activacio del gen
Beta2/NeuroD. La divergéncia terminal cap a un tipus cel.lular especific depen d’una seqiiéncia
temporal d’activacio i inactivacio géniques de diferents factors de transcripcio. L’expressio de
Brain4 (Brn4) determina el desti a cél.lula o, mentre que |’expressio sostinguda de Pdx1, Pax4 i

Nkx6.1 determinen el fenotip de cel.lula .

Tot i aixi, la validesa d’aquest model ha estat posada en qiiestio per altres investigadors.
Estudis sobre la regulacio de la diferenciacié pancreatica en un cultiu de cél.lules INS1 derivades
dels illots, que presenten propietats pluripotents limitades, demostren que la sobrexpressio de la
forma dominant negativa de PDX1 en el cultiu causava una marcada repressio de l’expressio del
gen de la insulina i una pronunciada inducié de U’expressio del gen del glucagd, sense canvis
evidents en els nivells de BRN4 (Wang et al. 2001). El doble marcatge immunofluorescent
evidenciava que la supressio de la funcio de Pdx1 convertia el llinatge cel.lular de les cel.lules B
productores d’insulina dels illots INS1, a un fenotip dominant de cél.lules a.. Aquesta observacio
suggeriria "existéncia de plasticitat en la diferenciacio de les cél.lules endocrines. Tot i que
aquestes observacions no entren en conflicte directe amb el model de desenvolupament endocri,

entren en discussio amb la irreversibilitat de la diferenciacio terminal.

3.8.La plasticitat cel.lular

El concepte de plasticitat en els tipus cel.lulars dels illots es veu recolzat per les
observacions de transdiferenciacié dels llinatges cel.lulars, fetes en el camp de les cél.lules
mare (Weissman et al. 2001). També se’n dedueixen conclusions similars de les observacions
fetes en el ratoli KO condicional per Pdx1, obtingut per recombinasa Cre regulada pel promotor
de la insulina-1 (Ahlgren et al. 1998). En aquests estudis, ’expressi6 de Pdx1 era reprimida
nomeés en les cél.lules B completament diferenciades. En seccions pancreatiques del ratoli KO
condicional, s’observava una disminucioé del 40% en les cél.lules positives per la insulina i un
increment significatiu en les cel.lules positives pel glucagd. Aquest augment en el nombre de
cél.lules positives pel glucago, estava associat amb una distribucido més homogenia d’aquestes
cél.lules dins ’illot, comparada amb la seva distribucio periférica en els illots del ratoli salvatge.
A més, aproximadament un 20% de totes les cél.lules insulina i glucagd positives, coexpressaven

les dues hormones (Ahlgren et al. 1998).

Sembla doncs, que Pdx1 tindria un paper critic en definir i mantenir el llinatge cel.lular de
les cél.lules dels illots, ja que la seva supressio en les cél.lules B diferenciades, permet la
transdiferenciacié cap a cél.lules o productores de glucagd. Aixi, la veritable natura de la
diferenciacio de les cél.lules dels illots a partir d’una cél.lula mare/precursora comuna, seria un
procés més plastic del que es creia, i que no s’ha d’entendre com un procés lineal, sind més

aviat com un procés integrador.
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3.9.Desenvolupament pancreatic postnatal.

3.9.1.La replicacio

Es ben conegut que alguns teixits adults com el fetge, el moll de [’os i la pell, mantenen la
capacitat de regenerar. En canvi, és creia que les cél.lules B no tenien aquesta funcid i que el
nombre de cél.lules existents en el naixement es mantenia al llarg de la vida. Tanmateix, sembla
ser que la capacitat regenerativa del illots pancreatics es dona a una taxa substancial (Bonner-
Weir 2000). En els illots adults normals, la renovacié de cél.lules B queda equilibrada entre la
constant generacio de noves ceél.lules i la mateixa taxa de mort per apoptosi. Analisis
estadistiques apunten que la massa sencera de cel.lules B es renova cada 30-40 dies en el
pancrees del ratoli adult, amb una taxa de renovacio del 2-3% per dia (Finegood et al. 1995) (Fig.
24).

FEPLICATION
OF FRE-BXISTIMNG
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((reruicATIVEROOL )

Figura 24. Esquema simplificat del

ﬂu’;ﬁm /X - model segons el qual la poblaci6 de
¥ ¥ APOPTOSIS & i
SOR t DEATH) cel.lules B es renovaria constantment a

partir de la replicacié de cél.lules B pre-
SENESCENT POOL existents i de la diferenciaci6 de
cél.lules precursores que es podrien
trobar localitzades en els conductes del
pancreas. Extret de (Bonner-Weir 2000).

A-CELL POPULATION

L’evidencia de Uexisténcia de renovaci6 de cel.lules B, va tenir lloc a partir

d’observacions indirectes tals com:

1) L’habilitat per mantenir ’euglicémia és critica per la vida. Aixi doncs ja que només un
petit percentatge d’individus amb obesitat, resisténcia a la insulina i embaras, es tornen
diabétics, sembla evident que en resposta a un augment en la demanda d’insulina, es dona un
increment compensatori en la massa de cél.lules B per tal d’augmentar la produccio d’insulina i

per tant una generaci6 de noves cél.lules B (Sorenson and Brelje 1997).

2) En autopsies humanes en pacients amb diabetis de tipus 2, s’ha observat una reduccié
de 40-60% de la massa de cél.lules B, comparant amb individus no diabétics (Westermark and
Wilander 1978); (Westermark and Wilander 1978); (Sakuraba et al. 2002) possiblement degut a
un defecte en el mecanisme que modifica la massa de cél.lules B en resposta a la demanda
d’insulina. Aquestes circumstancies poden ser conseqiiéncia d’una predisposicio genética, factors
ambientals (ex. glucotoxicitat/lipotoxicitat), o ambdés. Un bon exemple d’aquesta plasticitat
pancreatica, es dona en el ratoli KO heterozigot pel gen del receptor de la insulina i pel gen del
substrat insulina-1. Aquest ratoli incrementa x40 la seva massa de cél.lules oo és capac¢ de
mantenir la normoglicémia (Bruning et al. 1997). Aquest efecte compensatori en la massa de

cél.lules B per tal de fer front a l"increment a la demanda d’insulina ha estat interpretat per
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alguns autors, com el resultat d’una estimulacio continua en la replicacio de les cél.lules B
preexistents (Bonner-Weir 2000). Aixi, no és estrany que molts esforcos d’investigacio estan
enfocats actualment en el tractament de la diabetis de tipus 2 per estimulacio del
creixement/proliferacio de les cél.lules B, per tal d’incrementar-ne la seva massa cel.lular.
Recentment ha estat demostrat que |’hormona incretin glucagon-like peptide 1 (GLP-1) esta

implicada en la proliferacio i diferenciacio de les cél.lules B (Perfetti et al. 2000).

3.9.2.La neogénesi

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor TIFF (LZW).

Figura 25. Segons aquest model existirien cel.lules precursores indiferenciades en els conductes del
pancreas, que podrien ser una font de noves cél.lules endocrines. En els illots també es podrien trobar
cél.lules progenitores endocrines, que serien positives per nestinaa. Extret de (Melton et al. 2003).

S’estan fent grans esforcos per entendre els mecanismes que dirigeixen la neogénesi en el
pancrees adult. Consistent amb la idea que la neogénesi copia el desenvolupament embrionari
(ontogénia), ha estat proposat el concepte de cél.lula mare facultativa, on algunes cél.lules
adquiririen un caracter de cél.lula mare després d’una estimulacié determinada (Alison 2002);
(Oh et al. 2002). Després d’una lesid pancreatica, aquestes cel.lules proliferarien i es
diferenciarien en cél.lules B que migrarien per formar nous illots i/o reomplir els preexistents.
L’origen d’aquestes noves cél.lules B és controvertit i basant-se en observacions

immunohistoquimiques, se n’han proposat diferents fonts. S’ha suggerit que les cel.lules
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progenitores o cél.lules mare pancreatiques adultes es troben en ’epiteli dels conductes
(Zajicek et al. 1990); (Bonner-Weir et al. 1993); en els illots (Finegood et al. 1995); (Zulewski et
al. 2001), o en el moll de l’0s (lanus et al. 2003) (Fig. 25).

Un dels problemes més importants a que ha de fer front la recerca de cél.lules mare en el
pancrees és la falta de marcadors moleculars adients. Lumelsky i col. (2001) proposen la nestina
com a marcador d’aquestes cel.lules mare. La nestina es coneix com un marcador de cél.lules
mare neuroepitelials, ja que és una proteina que forma part dels filaments intermedis i que
s’expressa de forma transitoria en els estadis primerencs del desenvolupament i en els processos
de regeneracio de diversos organs (Lendahl et al. 1990); (Dahlstrand et al. 1992); (Morshead et
al. 1994); (Lardon et al. 2002); (Matsuoka et al. 2002); (Shibuya et al. 2002). Experiments
realitzats després d’una pancreotomia parcial demostren que hi ha ceél.lules positives per nestina
amb alta taxa replicativa que en cultiu primari poden diferenciar-se cap a cél.lules endocrines
(Kim et al. 2004). Tot i aixi, 'existéncia de cel.lules positives per la nestina en les cél.lules dels
conductes és controvertida (Bonner-Weir and Sharma 2002); (Lardon et al. 2002); (Selander and
Edlund 2002).

Altres grups han suggerit que les cél.lules B en ’adult es formen per transdiferenciacioé de
cél.lules acinars pancreatiques (Lipsett and Finegood 2002), cél.lules dels illots que expressen
hormones a part de la insulina (Guz et al. 2001) o esplenocits (Kodama et al. 2003). Tots aquests
models i suggeréncies, estan majoritariament basats en interpretacions de dades histologiques
estatiques, més que no pas per analisi de llinatge directe. Tot i que, recentment en un estudi fet
amb técniques d’analisi de llinatge i utilitzant un sistema de Cre/lox induible, es conclou que les
cél.lules B preexistents son la font principal de noves cél.lules B durant la vida adulta i durant la

regeneracio després d’una pancreotomia parcial (Dor et al. 2004).

Tot i que la recerca de factors reguladors implicats en el desenvolupament pancreatic ha
avancat molt durant els Gltims anys, encara queden molts temes per resoldre sobre com els
diferents factors interactuen per formar el programa genétic que controla el desenvolupament
pancreatic. Els resultats obtinguts en ’estudi d’aquests factors que regulen el desenvolupament,
ha fet canviar la idea de quines son les relacions entre els diferents llinatges pancreatics i ha
obert noves vies dirigides a ’estudi de com aquests diferents gens es combinen per especificar la
identitat cel.lular durant el desenvolupament d’aquest organ. Tot i que es coneixen un gran
nombre de factors reguladors, encara no ha estat possible repetir el programa pancreatic en
cél.lules no pancreatiques, ni aconseguir cél.lules productores d’insulina a partir d’un precursor
pancreatic.

En comptes d’entendre l'especificacié final d’un determinat llinatge cel.lular com el
resultat de ’accié d’uns gens clau determinats, s’esta extenent la visid del desenvolupament
pancreatic com una xarxa de gens que actuen en combinacio i en periodes definits. Per tant, és
important ampliar la informacié que és té d’aquests factors reguladors (la majoria basada en
estudis de KO), estudiant-ne la funcié en el seu propi context, per tal de poder identificar les

seves veritables capacitats. Per aix0 és interessant utilitzar diferents técniques experimentals
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que combinin tant les dades més estatiques d’estudis histologics amb els analisis dels diferents
marcadors, com analisis de llinatge pel sistema Cre/lox i també, experiments de
transplantaments.

En conclusio, per entendre el desenvolupament d’un organ i el comportament d’una
cel.lula en un teixit determinat, és important tenir en compte, no només els factors reguladors
intrinsecs del tipus cel.lular que s’estudia, sind també els canvis en [’activacid génica i els
factors que la regulen; i com aquests poden produir un canvi de fenotip. També s’ha de tenir en
compte com tots aquests factors intrinsecs, son regulats per d’altres factors extrinsecs, tals com
senyals morfogenetiques, aixi la combinacié de totes aquestes dades, aporten una nova visio del

funcionament d’aquest programa pancreatic i de com se’n regula el desenvolupament.

4.GENS REGULATS PER PDX1 EN ELS ILLOTS PANCREATICS

Els illots de Langerhans son les unitats funcionals del pancrees endocri. Les cél.lules B
productores d’insulina constitueixen un 60-80% de tota la poblacié cel.lular, i es troben situades
en el nucli dels illots. Les cél.lules o, 5 i PP, que produeixen glucagd, somatostatina (SST) i PP,
respectivament, es troben localitzades a la periféria dels illots. Aproximadament un 90% de les
cél.lules B i un 15% de les & expressen Pdx1. En les cél.lules B, PDX1 regula els gens de la
insulina, el polipeptid amiloid dels illots (IAPP), la glucocinasa (GK) i el transportador de glucosa
2 (GLUT2). A més, PDX1 també regula l’expressio de SST en les cél.lules 3. La capacitat de PDX1
per activar la transcripcié d’aquests gens de manera especifica de teixit, depen de la seva

interaccié amb altres factors de transcripcio.

4.1.Regulacio de la transcripcié del gen de la insulina

La insulina sintetitzada per les cél.lules B dels illots pancreatics és de gran importancia
fisiologica en la homeostasi metabolica. Mentre que la insulina madura consisteix en dues
cadenes polipeptidiques unides per ponts disulfur, el gen codifica per una cadena senzilla
precursora altament conservat, la preproinsulina (Chan et al. 1976). En la majoria de les
especies, la preproinsulina existeix com a un gen Unic, mentre que en el ratoli i la rata,
existeixen dos gens de la insulina no-al.lélics, resultant d’un retropseudogen especific del
llinatge dels rosegadors. El gen de la insulina humana es localitza en el brac curt del cromosoma
11 (p15.5) (Harper et al. 1981), els gens de la rata insulina | i insulina Il, es localitzen en el
cromosoma 1 (Soares et al. 1985) i els gens del ratoli es localitzen en dos cromosomes diferents,
insulina | en el cromosoma 19 (Davies et al. 1994) i insulina Il en el cromosoma 7 (Duvillie et al.
1998). En els illots adults els gens no-al.lélics s’expressen i es regulen cordinadament (Giddings
and Carnaghi 1988); (Koranyi et al. 1989). El gen de la insulina Il de rosegador i el gen huma

contenen tres exons i dos introns, mentre que al gen insulina | li falta el segon intré (revisat a
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(Steiner et al. 1985)). Aixi doncs, la insulina es regula a diferents nivells, des de la transcripcio

del gen fins a la secrecio de la insulina per les cel.lules pancreatiques.

4.1.1.Expressio especifica a cel.lula B

En embri6 de ratoli es comenca a detectar mRNA d’insulina en Uestadi E9 (20 somites)
(Gittes and Rutter 1992), en ’area de U'intesti anterior, on es desenvolupara el pancrees. En
humans apareixen cél.lules positives per insulina a la vuitena semana del desenvolupament
embrionari (Polak et al. 2000). Durant la vida postnatal, !’expressio del gen de la insulina queda
restringida a les cél.lules B. Aquesta especificitat de teixit és controlada per regions reguladores
de la regid 5’ flanquejant del gen (German et al. 1995): uns quants centenars de parells de bases
a 5’ del lloc d’inici de la transcripcid son suficients per conferir especificitat d’expressié en

cél.lula B a un gen exogen reporter en cél.lules transfectades i ratolins transgenics.

Analisis de mutacions i delecions en diverses regions promotores del gen de la insulina,
dutes a terme en linies cel.lulars transfectades i ratolins transgénics, han permeés la identificacio
de seqiiéncies reguladores que actuen en cis, necessaries per l’expressio especifica. La regulacio
de la transcripcio del gen recau en la interaccio de seqiiéncies motiu del promotor amb un
nombre de factors de transcripcid, tan ubicus com especifics d’illots. Aquestes interaccions
determinen la regulacié de 'expressio del gen de forma positiva o negativa i la seva induccio
enfront diferents estimuls fisiologics. La unio de les proteines a aquests elements reguladors ha
permés la identificacid i el clonatge de putatius factors de transcripcié reguladors del gen de la

insulina.

4.1.2.Elements del promotor de regulacio positiva

Figura 26. Caixes reguladores i factors de transcripcié que s’hi uneixen, en el promotor del gen de la
insulina huma. Modificat de (Ashizawa et al. 2004).

Els gens de la insulina comparteixen motius de DNA conservats en les seves regions 5’
flanquejants, implicant que poden estar regulats per factors en trans similars (German et al.
1995). Entre aquests, els elements E, A i C1/RIPE3b semblen ser els majors deteminants de
’expressio especifica en cél.lules B del gen. Un esquema d’aquests elements i els factors de

transcripcié que s’hi uneixen es mostren en la Figura 26.
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Caixes E (E1 i E2) Estudis de mutagénesi i transfeccio realitzats amb el promotor del gen la

insulina | de rata han permes la identificacié de dues repeticions relacionades, importants en
"expressio especifica en cél.lules B (Karlsson et al. 1987). Aquests elements localitzats entre -
104 i -112 (IEB1/E1) i -233 i -241 (IEB2/E2), contenen una seqiiéncia nucli que pertany als motius
reguladors anomenats caixes E, la seqiiéncia consens CANNTG. Les mutagénesis en la regio 5’
flanquejant del promotor de la insulina Il de rata, mostren també un motiu E1 (-100 fins -91)

essencial per a l’expressio selectiva del gen (Crowe and Tsai 1989); (Whelan et al. 1989).

A les caixes E s’uneixen proteines de la familia basic helix-loop-helix (bHLH), que
funcionen com a potents activadors transcripcionals de gens especifics de teixits, formant
heterodimers entre membres ubicus (classe A) i membres especifics de cél.lula (classe B). A E1
s’uneix el complex heterodimeric IEF1, que pot incloure una de les dues proteines generades per
splicing alternatiu del gen E2A, les proteines bHLH ampliament distribuides E12/E47 i les
proteines HEB (revisat a (Massari and Murre 2000)). Aquestes al seu torn, interactuen amb les
proteines bHLH especifiques de tipus cel.lular BETA2/NeuroD, que s’expressen en cel.lules
neuroendocrines i pancreatiques, i que son reguladors importants de ’expressio del gen de la
insulina (Naya et al. 1995) i del desenvolupament pancreatic tal com s’ha esmentat anteriorment
(Naya et al. 1997). Mutacions que afecten les propietats transactivadores del factor
BETA2/NeuroD o la seva unié a DNA, predisposen a la diabetis (Malecki et al. 1999). Tanmateix,
mutacions en el gen E2A, no tenen cap efecte sobre el fenotip de les cél.lules B (Itkin-Ansari et
al. 1996), degut a la redundancia que existeix entre els membres de la classe A de la familia
bHLH. El complex E47/BETA2 també controla la transcripcié del gen del glucago, unint-se al seu

promotor amb una afinitat més baixa que al promotor de la insulina (Dumonteil et al. 1998).

Caixes A Son elements reguladors que contenen seqiiéncies riques en AT (A1-A5)(German et al.
1995). Exepte A2 (GGAAAT), els altres elements contenen la seqiiéncia core TAAT, que uneix
factors proteics amb homeodomini. Tot i que A1 i A3 son les caixes més conservades, les
mutacions a A3 tenen un efecte més dramatic sobre la transcripcio (Petersen et al. 1994);
(Marshak et al. 1996); (German and Wang 1994). Aquests elements del promotor uneixen el
factor de transcripci6 amb homeodomini PDX1. Tot i que normalment PDX1 estimula |’expressio
especifica en illots, unint-se a aquests elements com a monomer, s’ha observat que també pot
formar complexos heterodimerics amb PBX, U’homoleg en mamifers de Uextradenticle de
Drosophila, i unir-se al promotor de la somatostatina (Peers et al. 1995). Aquest complex també
s’ha observat en cél.lules exocrines, regulant U'expressio del gen de l’elastasa (Swift et al.
1998).

En el gen de la insulina | de rata, les caixes juxtaposades A3 i A4, uneixen factors
addicionals que, tot i que no son especifics de cél.lula B, la seva expressio es limita a pocs tipus
cel.lulars. Alguns d’aquests factors son Isl-1 (Karlsson et al. 1990), Cdx2/3, Lmx-1 (German et al.
1992); HNF1a (Emens et al. 1992); HMGI (Y) (Ohneda et al. 2000).

RIPE3b L’element RIPE3 (-126 -86) de la insulina Il de rata confereix l’activitat especifica de

cel.lula B en experiments de transfeccid. El control positiu de RIPE3 és mediat pels elements
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RIPE3b i E1/ICE. RIPE3b esta format per dues seqiiéncies solapades, A2 (-126 -113) i ’element ric
en C, C1 (-118 -107). A2 uneix un complex especific anomenat A2.2, que només es detecta en
linies cel.lulars productores d’insulina (Harrington and Sharma 2001). C1 uneix dos complexos:
RIPE3b1-Activador/C1, especific de cél.lula B, i RIPE3b2, distribuit de forma més general (Shieh
et al. 1991). La capacitat de la proteina d’unié RIPE3b1 d’immunoprecipitar especificament amb
un anticos anti-fosfotirosina, suggereix que les senyalitzacions per fosfatases tirosines cinases i/o
fosfatases, poden estar involucrades en I’expressio regulada del gen de la insulina, actuant sobre
RIPE3b1 (Matsuoka et al. 2001).

Element de resposta a AMP ciclic (CRE) El segon missatger ciclic AMP regula la transcripcio dels

gens amb elements de resposta a AMP (CREs), la majoria unint el factor de transcripci6 CREB
(CRE binding protein). Aquest mecanisme involucra activacié per proteina cinasa A. Aixi doncs,
CREB fosforilat interactua amb la maquinaria basal de transcripcié unint el coactivador proteina
d’uni6 a CREB (CBP) i activa la transcripcio. En les cél.lules B, la glucosa i certes hormones com
el glucago i 'incretin GLP1 incrementen els nivells intracel.lulars de cAMP (Drucker et al. 1987);
(Skoglund et al. 2000). En el gen huma s’han identificat quatre llocs d’unid (dos en la regid
promotora), que contribueixen additivament a la induccio per cAMP (Inagaki et al. 1992). El CRE
del gen de la insulina | de rata confereix activitat basal, amb una resposta relativament baixa a
CAMP.

El gen modulador de CRE (CREM) genera una série d’isoformes per splicing alternatiu que
actuen com a activadors i/0 repressors transcripcionals (Foulkes et al. 1991). Els activadors CREM
ha estat demostrat que estimulen la transcripcié del gen de la insulina de manera més eficient
que CREB, aparentment, per unié directa als components de la maquinaria basal de transcripci6.
Els repressors CREM, no interactuen amb aquests, sino que suprimeixen la transcripcié competint
amb els activadors CREM o CREB pels seus llocs d’unid (Inada et al. 1999).

Element C2 L’element C2 va ser inicialment descrit en el gen de la insulina huma (-253 -244) i
conté la seqiiéncia repetitiva CAGG (Read et al. 1997). Tot i que no s’han trobat motius
equivalents en els promotors de rata, en el promotor de la insulina | de rata existeix una
seqiliencia relacionada CACC entre el -329 i -307. Aquest element C2 uneix els factors de
transcripcid que contenen el domini paired i ’homeodomini, com PAX6 que actua com a
transactivador (Sander et al. 1997) i PAX4, com a repressor transcripcional (Fujitani et al. 1999);
(Smith et al. 1999); (Campbell et al. 1999). Aquest fet no és degut a competéncia pel mateix lloc
d’unid, ja que la repressio es manté, fins i tot quan el domini d’unio a DNA de PAX es remplacat
per la proteina heterologa GAL4 (Smith et al. 1999).

G1 o caixa-GAGA Un altre element regulador important en el promotor del gen de la insulina | de

rata és la caixa G/GAGA. Es una seqiiéncia rica en purines que es localitza entre -57 -40 bp. La
proteina amb dits de zenc ubiqua Pur-1/MAZ s’uneix al promotor del gen de la insulina | i Il de
rata i n’estimula la seva activitat (Kennedy and Rutter 1992). Tot i aixi, la contribucio de G1 en
el promotor huma és controvertida, ja que no uneix el factor de transcripcié Pur1 i mutacions a

la seqiiéncia, no tenen efecte en la seva transcripcio (Odagiri et al. 1996).
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Regid polimorfica lligada a la insulina o ILPR (VNTR, HVR) Insulin-linked polymorphic region

(ILPR), també anomenada variable number of tandem repeats (VNTR) o regié hipervariable
(HVR), es troba aproximadament a -360 bp en el promotor del gen huma. Té un nombre variable
de repeticions de la seqiiéencia ACAGGGGT(G/C)(T/C)GGGG. Aquestes repeticions polimorfiques
han estat classificades en 3 grups diferents: Classe I- al.lels que presenten aproximadament 40
repeticions, la classe més comuna, Classe Il- amb aproximadament 85 repeticions, la classe
menys freqient, i classe Ill, amb aproximadament 157 repeticions. El fet que el locus IDDM2, que
confereix susceptibilitat a la diabetis de tipus 1 (insulina depenent), hagi estat mapat en la regio
ILPR ha generat molt d’interés per la seva possible implicacié en la transcripcio del gen de la
insulina. Aquest minisatel.lit polimorfic ric en G, té la caracteristica de formar heélix quadruplex
de DNA in vitro, possiblement per la formacid6 de quartets amb G (mitjancant enllacos
Hoogsteen) (Hammond-Kosack et al. 1992). ILPR conté llocs d’uni6 amb elevada afinitat per Pur1
(Kennedy and Rutter 1992).

Es evident que la regulacio del gen de la insulina es déna a través de multiples activadors,
fent que es doni un mecanisme de control combinatorial. De fet, la combinatoria de mdltiples
activadors en un Unic complex, dona la capacitat de poder integrar multiples inputs reguladors

en una Unica resposta.

Les interaccions cooperatives més estudiades son les que es donen entre els elements
juxtaposats A i E. El promotor de la Insulina | de rata, i més exactament el minienhancer
composat del motiu E2 i els elements A3/A4 -anteriorment anomenat regié Far-Flat (FF), ha
estat la regio més estudiada en aquest tipus d’analisi. En cél.lules B transfectades, els factors
amb homeodomini que s’uneixen als elements A3/A4 interactuen funcionalment amb les
proteines codificades per E2A. PDX1 actua sinérgicament amb E47 per activar la transcripcio
(Leonard et al. 1993); (Serup et al. 1995); (Peshavaria et al. 1997). Aquesta activacid sinergica
requereix tant el domini d’unié com el d’activacio de PDX1, i les proteines bHLH. El paper de
PDX1 també inclou el reclutament dels factors de transcripcié E47, BETA2/NeuroD i la proteina
de grups d’alta movilitat I, HMGI(Y), per formar un complex activador en el minienhancer FF
(Ohneda et al. 2000). El mateix HMGI(Y) s’uneix directament als elements A3/A4, per augmentar
la sinérgia transcripcional de PDX1 i bHLH (Ohneda et al. 2000). Una altra proteina amb
homeodomini Imx1.1, s’uneix a A3/A4 i actua sinérgicament via el seu domini LIM amb E47 per
activar la transcripcié (German et al. 1992). L’enhancer RIPE3 del promotor de la insulina Il
conté una caixa E1 que coopera amb Uelement RIPE3b1 (Hwung et al. 1990); (Shieh and Tsai
1991). Els heterodimers E47:BETA2/NeuroD requereixen la preséncia del complex especific de
cél.lula B RIPE3b1-Act/C1 per activar la transcripcio del gen de la insulina (Sharma and Stein
1994); (Naya et al. 1995). En el gen huma, també s’ha observat sinérgia entre E1 i A1 o E1 i A2C1
(Odagiri et al. 1996).

Els mecanismes necessaris per a una activacio eficient del promotor del gen de la insulina
encara no son del tot clars. Sembla que E2A, BETA2/NeuroD i PDX1 tenen una unidé coperativa,

no només interactuant directament, sino també a través d’interaccions indirectes proteina-
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proteina, amb la participacié de coactivadors. Tot i que encara no ha estat caracteritzat cap
coactivador especific de cél.lula B, recentment ha estat identificada una nova proteina que
interactua amb E2A. Aquesta proteina, Bridge-1, s’expresa a nivells elevats en illots on funciona
com un coactivador, promovent la transcripcié del promotor del gen de la insulina | de rata,
mediada per E12, E47. L’inactivacié del Bridge-1 endogen en cél.lules INS-1, utilitzant RNA

antisentit, disminueix ’activitat del promotor (Thomas et al. 1999).

Finalment, el coactivador ubicu p300 i el seu homoleg CBP son acetiltransferases
d’histones, que estimulen la transcripcio de gens especifics, interaccionen directament o a
través de cofactors, amb factors de transcripcio i amb la maquinaria basal de transcripcié (Imhof
et al. 1997). També ha estat descrita la coperacid entre p300 i proteines bHLH per activar la

transcripcié mediada per la caixa E (Eckner et al. 1996).

Aixi doncs, ’expressio especifica de teixit del gen de la insulina, sembla dependre no
només de combinacions especifiques de factors, sino també, i potser de manera més important,
de la concentracio de factors de transcripcio, dels quals només uns quants son restringits a
cél.lules B. Una visio completa dels mecanismes moleculars que governen aquesta expressio,
necessitaria una analisi detallada de les interaccions que es donen entre els diferents factors de

transcripcio i els coactivadors.

4.1.3.Elements del promotor de regulacio negativa

Existeix un element silenciador que disminueix ’activitat d’un promotor heteroleg, entre -
4.0 i -2 kb de les seqiiéncies repetitives del gen de la insulina | de rata (Laimins et al. 1986);
mentre que en el gen de la insulina Il de rata, entre les posicions -217 i -197 va ser identificat
com a lloc de control negatiu (Cordle et al. 1991). En el gen huma, un element regulador negatiu
(NRE) va ser mapat entre -280 i -260 (Boam et al. 1990); (Clark et al. 1995). NRE té seqiiéncies
solapades que uneixen diverses proteines nuclears, entre elles el receptor de glucocorticoids
(Goodman et al. 1996), i el factor ubicu Oct1 (Clark et al. 1995). Tot i aixi, cél.lules B primaries
transfectades amb el promotor del gen de la insulina huma sense aquest element, presenten una
activitat reduida, indicant la preséncia d’un element positiu -més que un element negatiu- en
aquesta regio (Odagiri et al. 1996). Sembla per tant, que la cooperacié entre factors de
transcripcio és essencial per a U’expressio elevada del gen de la insulina, aixi doncs, proteines
que interfereixin amb aquestes interaccions positives poden proporcionar el mecanisme per

regular a la baixa l’expressio de la insulina.

Inhibicié de !’expressié mediada per E47 L’efecte inhibidor de la transcripcié de les proteines de

la familia bHLH Id -que no tenen el domini d’unid a DNA- és el resultat de la formacié d’un
complex heterodimeéric amb poca capacitat d’unio al DNA. Les cél.lules B exposades a altes
concentracions de glucosa, augmenten ’expressio dels gens Id7 i Id3 (Wice et al. 2001). Aixo
suggereix que les concentracions fisiologiques normals de Id no tenen afectes inhibitoris sobre
’expressio del gen de la insulina pero que, quan se sobrexpressen, poden inhibir l’activitat del

promotor (Cordle et al. 1991).
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Un bon candidat com a regulador negatiu de !’expressio del gen de la insulina mediada per
la caixa E és BETA3. Tot i que és una proteina de la familia bHLH, amb una alta homologia a
BETA2/NeuroD, no es pot unir a la caixa E. BETA3 inhibeix la unié a DNA de ’homodimer E47 i de
’heterodimer E47/NEURQOD, i per tant, reprimeix la transactivacié del promotor de la insulina
mediada per E47/BETA2/NeuroD (Peyton et al. 1996).

La inhibicié de la transcripcio de la insulina que provoca c-Jun, també actua a través de
’element E1; la repressio de ’activacio transcripcional implica la regio basica de la cremallera
de leucines de c-Jun i el domini conservat d’activacio AD2 de les proteines E2A, E12 i E47
(Robinson et al. 1995).

Finalment, un membre de la familia de factors de transcripcié cremallera de leucines
reprimeix especificament la transcripcio del gen de la insulina en les cél.lules B. En aquest cas,
la repressio involucra la interaccio directa de c/EBPBamb AD2 de E47, inhibint aixi la
transactivacio del promotor de la insulina mediada per E47 (Lu et al. 1997). De manera semblant
a Id, Uexpressio de c/EBPB augmenta en cel.lules exposades de manera cronica a altes

concentracions de glucosa.

4.1.4.Especificitat del complex de transcripcid

Si la transcripcio del gen de la insulina es dona a partir de la formacié d’un complex de
transcripcio sobre el promotor, a partir de la interaccié de tota una serie de factors nuclears, la
transcripcio del gen de la insulina especifica de cél.lula B ha de dependre de ’especificitat
d’aquest complex. Aquest model sobre U’especificitat de la transcripcio de la insulina en cél.lules
B porta a dues prediccions: primera, les interaccions proteiques que formen el complex han de
ser molt especifiques, o sigui que altres proteines presents en els nuclis d’altres cél.lules no
poden substituir aquestes interaccions. Segon, en abséncia d’algun d’aquests factors proteics, el

complex no es forma i la transcripcio del gen de la insulina és silenciada.

Pero de fet, cap d’aquestes prediccions és completament correcta. PDX1 no és l’Unica
proteina que es pot unir als elements A i cooperar amb les proteines bHLH per activar la
transcripcio del gen de la insulina. Les proteines amb homeodomini tipus LIM, Lmx1.1 i Lmx 1.2,
poden unir-se als elements A i actuar sinérgicament amb el dimers bHLH donant nivells tan alts
de transcripciéo com els produits per la combinacié PDX1-bHLH. Altres evidéncies que demostren
que PDX1 no és essencial per a ’activacié de la transcripcié del gen de la insulina provenen
d’estudis genetics fets en ratoli. Si PDX1 és inactivat després de la formacio del pancrees i de la
diferenciacio de les céel.lules B la massa de cél.lules B disminueix i la seva funcid es veu
alterada, pero la massa de cél.lules B restants, continuen produint insulina (Ahlgren et al. 1998).
A més, els nivells de proteina PDX1, en linies cel.lulars B encara que els seus nivells siguin molt
disminuits amb la utilitzacio d’oligonucleotids antisentit, no causen cap reduccié en la

transcripcio del gen de la insulina (Kajimoto et al. 1997).

Per a la transcripcio del gen de la insulina, tampoc semblen necessaris ni els gens E2A, ni

HEB, ni BETA2/NeuroD. Els ratolins homozigots per mutacions nul.les en E2A o HEB transcriuen la
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insulina a taxes normals. Estudis en ratolins mutants per BETA2/NeuroD, demostren que les
proteines bHLH son importants per al manteniment de les cél.lules B, pero no son requerides per

la transcripcio de la insulina (Naya et al. 1997).

Pero si cap d’aquests factors és completament necessari per a la transcripcio de la
insulina, com és que aquesta transcripcio és especifica de cél.lules B, tot i que moltes altres
cél.lules probablement tenen alguna combinacié d’aquests factors redundant? Algunes
possibilitats son: primer, les cél.lules no B poden tenir proteines en el seu nucli que interfereixin
en la formaci6é del complex de transcripcid de la insulina (Peers et al. 1995). Segon, els nivells

relatius funcionals de les proteines que formen els complexs poden ser importants.

4.1.5.Efectes hormonals i de la nutricio sobre I’expressio del gen de la insulina

Glucosa

En els mamifers, ’homeostasi de la glucosa necessita una fina regulacié en la produccio i
l’alliberament d’insulina. El treball pioner realitzat per Permutt i Kipnis (Permutt and Kipnis
1972) posa de manifest que la glucosa incrementa la sintesi d’insulina, estimulant l’expressio
génica.

Les cel.lules B responen als increments de glucosa en sang, incrementant la taxa en el
metabolisme de la glucosa i estimulant la biosintesi i alliberament d’insulina. La secrecio
d’insulina induida per la glucosa en les cél.lules B comengca amb el tancament dels canals de
potassi regulats per ATP, causant una despolaritzaci6 de la membrana plasmatica amb la
subsegiient obertura dels canals de calci depenents de voltatge. L’augment en calci citosolic
desencadena el procés d’exocitosi. El metabolisme de la glucosa és essencial per induir
’expressio génica especifica de cél.lula B (Goodison and Ashcroft 1993). A més, aquest
metabolisme també és necessari per U’efecte estimulador sobre ’activitat del promotor del gen
de la insulina (Goodison et al. 1992) (Fig. 27).
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A cél.lules B sembla que una combinacio de diferents elements en el promotor del gen de
la insulina és capac de produir la resposta a la glucosa. Els elements més estudiats en aquest
context son A3, C1 i E1. Els factors que s’uneixen a aquests llocs son modulats per la glucosa, i
mutacions en aquests elements en perjudiquen la regulacio de la seva transcripcio (Odagiri et al.
1996); (Petersen et al. 1994); (Marshak et al. 1996); (German and Wang 1994); (Sharma et al.
1995). Molts estudis han demostrat que la concentracio de glucosa extracel.lular regula la unio
de PDX1 i RIPE3b1-Act/C1 als elements A3 i C1, respectivament.

La proteina més estudiada en aquest context ha estat PDX1. Una mutacié puntual en
’element A3 del promotor del gen de la insulina huma suprimeix U’efecte estimulador de la
glucosa en els illots adults, posant de manifest que PDX1 té un paper fisiologic important en
l’expressio regulada per glucosa (Petersen et al. 1994); (Marshak et al. 1996). A més ’expressio
de PDX1 en la linia cel.lular NES2Y, que no té aquesta proteina (Macfarlane et al. 2000),
igualment que als illots del model de diabetis de tipus 1 de Psammomys obesus als que també els
falta la forma conservada de PDX1, restaura la seva capacitat per regular els nivells de mRNA del
gen de la insulina en resposta a glucosa (Leibowitz et al. 2001). El potencial transactivador de
PDX1, també esta regulat per glucosa (Shushan et al. 1999); (Petersen et al. 1998). O sigui que, a
més dels seus importants papers en el desenvolupament i diferenciacio dels illots pancreatics i
expressio dels gens especifics de cel.lula B, aquesta proteina funciona com un mediador
essencial per U'efecte de la glucosa en la transcripcié del gen de la insulina en les cél.lules B
diferenciades (Petersen et al. 1994); (Marshak et al. 1996); (Melloul et al. 1993); (Macfarlane et
al. 1994).

El fet que la transcripcid del gen de la insulina sigui inhibida per bloguejadors dels canals
de calci, i activada després de la despolaritzacio de la membrana, suggereix que |’estimulacioé de
la transcripcio sigui mediat, en part, per un increment en la concentracio de calci intracel.lular,
de manera analoga a la que es dona en la regulacié de la secrecié d’insulina induida per glucosa.
Les observacions en contra es basen en estudis realitzats en linies cel.lulars B — com NES-PDX1- i
en illots pancreatics, que no tenen activitat de canals de calci. En resum, sembla que la manera
exacta de senyalitzacio intracel.lular que es dona en el metabolisme de la glucosa no ha estat
resolta, i que les vies de secrecio i transcripcio de la insulina, serien diferents en alguns

aspectes, aixi que els dos processos es podrien donar de forma independent.

Diverses vies de senyalitzacio son activades pel metabolisme de la glucosa en les cél.lules
B, algunes de les quals semblen que també regulen la transcripcié del gen de la insulina. Una és
la via depenent d’AMP ciclic, que ha estat demostrat que augmenta els nivells de mRNA del gen
de la insulina (Nielsen et al. 1985); (German et al. 1990). Pero, en canvi, la forskolina que
augmenta la concentracié de cAMP intracel.lular, no té cap efecte sobre la unié de PDX1
(Macfarlane et al. 1994). Un altre mecanisme proposat pel control de l’expressid génica en
resposta als estimuls extracel.lulars, és l’activaci6 de proteines cinases i/o fosfatases
especifiques, que Unicament modifiquen Uestat de fosforilacio de factors de transcripcid

especifics. Aixi doncs, és molt important mapar els llocs especifics de fosforilacio, no només en
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PDX1, sin6 també en altres factors de transcripcié6 modificats per canvis en la concentracio de
glucosa extracel.lular, i consequenment, estudiar les cinases potencialment involucrades en la

regulacio per glucosa de ’expressio del gen de la insulina.

Efectes de 'exposicio cronica a altes concentracions de glucosa

Ha estat descrit que un augment cronic de glucosa en sang, provoca una reduccio en la
secrecid d’insulina, portant a l’estat que es coneix com “toxicitat a la glucosa”. El cultiu de
cél.lules B a elevades concentracions de glucosa provoca una alteracio en la capacitat d’unio
d’alguns elements reguladors al promotor del gen de la insulina, disminuint la seva activitat i,
per tant, disminuint els nivells de mRNA. Aquesta perdua d’activitat del promotor es troba
associada a una reduccié de la capacitat d’unié de PDX1 a U’element A3 que, al seu torn, es
troba associada a una disminucié en els nivells de mRNA de Pdx7 (Marshak et al. 1999). Tot i aixi,
aquest és un tema controvertit ja que aquest efecte toxic de la glucosa no s’observa en totes les

linies cel.lulars investigades (Welsh and Hellerstrom 1990); (Eizirik et al. 1991).

Tot i que els mecanismes moleculars que generen toxicitat per glucosa no es coneixen, la
glicosilacio i la generacio d’especies d’oxigen reactiu, han estat proposats com a possibles
mediadors (Matsuoka et al. 1997). Per tant és important aclarir quins son els elements reguladors
i factors de transcripcio implicats en el control de U’expressio del gen Pdx1 en les cél.lules B; se
sap que part d’aquesta regulacio es dona, per la unido de PDX1 en el seu mateix promotor
(Marshak et al. 2000).

En conclusid, les dades que es tenen en l’actualitat suggereixen que la hiperglicéemia no
controlada, pot provocar una reduccio en ’expressio del gen de la insulina, una pérdua de les
reserves d’insulina de les cél.lules B, un agreujament de la deficiencia de la insulina i una

disfuncioé metabolica.

Insulina

Tot i que havia estat descrit un fenomen de retroalimentacio negativa sobre la produccio
d’insulina (Argoud et al. 1987); (Ammon et al. 1991), estudis posteriors indiquen que la insulina
exerciria un efecte estimulant sobre la seva produccid (reviewed (Rutter 1999)). Aquestes
discrepancies poden ser degudes a la utilitzacio de promotors del gen de la insulina i cél.lules B
de diferents origens. Finalment, les dades que es tenen semblen indicar que tant la glucosa com
la insulina (involucrant PI3-K) activen la transcripcié del gen de la insulina i que aquests efectes
poden ser additius a les cél.lules B (Leibiger et al. 2000). Defectes en la senyalitzacio de la
insulina en les cél.lules B poden contribuir a la patologia de la diabetis de tipus 2, formant aixi

un lligam entre la resisténcia periferica a la insulina i una funci6 deficient de les cél.lules B.

Acids grassos no esterificats (NEFA)

Els acids grassos son una important font d’energia per les cél.lules B, on estimulen la
secrecio d’insulina induida per glucosa a curt termini, pero després d’una exposicid prolongada,

poden provocar efectes inhibidors (revisat a (Grill and Qvigstad 2000)). Tot i que ha estat
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publicat que diferéncies en els nivells d’acids grassos afecten la transcripcio del gen de la
insulina, elevades concentracions de ’acid gras palmitat, reprimeixen ’expressio del gen de la
insulina en presencia d’elevada glucosa, (Ritz-Laser et al. 1999); (Gremlich et al. 1997);
(Jacqueminet et al. 2000); (Briaud et al. 2001).

Glucagon-like peptide-1 (GLP1)

GLP1, ’hormona incretina fisiologica, es deriva del processament post-transcripcional del
proglucago i se secreta de les cél.lules-L enteroendocrines de Uintesti. GLP1 s’uneix al receptor
acoplat a proteina G de les cél.lules B per estimular la secreci6 d’insulina induida per glucosa, la
biosintesi i el creixement cel.lular. Aquests efectes estimuladors sobre les funcions de les
cel.lules B, han estat parcialment atribuits a ’increment intracel.lular de la concentracié de
cAMP amb la concomitant activacié de PKA (revisat a (Holz GG 2001)). GLP1 també estimula el
potencial del domini de transactivacié de PDX1, tant en preséncia de baixa com d’alta glucosa
(Hussain and Habener 2000).

Leptina

El gen ob, el seu producte la leptina i el seu receptor cel.lular (OB-R) son factors
importants en la regulacio de la ingesta i el balang energetic. Encara que no és molt comU en
ratolins i humans, una deficiéncia en la leptina causa obesitat severa, suggerint que aquesta
hormona té un paper similar en les dues espécies. Tot i aixi, l’increment en les concentracions
de leptina observades en altres humans i rosegadors apunten més cap a una resisténcia a la
leptina, més que una deficiéncia d’hormona, com a contribucio a 'obesitat. L’obesitat esta
associada amb diferents condicions patologiques, una de les quals és la diabetis de tipus 2, que
resulta de la incapacitat de les cél.lules B per respondre a l’increment en la demanda d’insulina,
en compensacio a la resisténcia a la insulina en els teixits periférics dels pacients (Kieffer and
Habener 2000).

Hormona del creixement (GH) i prolactina (PRL)

La hormona de creixement (GH), la prolactina (PRL) i el lactogen placentari (PL) son
reguladors primaris de la proliferacio de les cél.lules B. A més, aquestes hormones estimulen la
produccié d’insulina, estimulant, en part, la seva transcripcio (Galsgaard et al. 1996); (revisat
(Nielsen et al. 2001)).

4.2.Regulacio de la transcripcié del gen de la somatostatina

La somatostatina (SST) és un péptid multifuncional que es produeix en el sistema nervios
central, en el tracte gastrointestinal, i en les cél.lules & del pancrees. Existeixen dues formes
endogenes bioactives de SST: SST-14 i SST-28, que actuen en ceél.lules endocrines, exocrines,
neurals i en les céel.lules diana dels sistema immunologic per tal d’inhibir la secreci6, modular la

neurotransmissio i regular la divisid cel.lular (Patel 1999).
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El factor de transcripcio PDX1 de fet, va ser aillat i caracteritzat inicialment per la seva
capacitat d’uni6 i regulacié del promotor de la SST (Miller et al. 1994); (Leonard et al. 1993).
PDX1 es detecta en un 15% de les cél.lules &, i la regié promotora de SST conté quatre llocs
d’uni6 per PDX1, amb un motiu TAAT1 comu (Fig. 28). L’activitat del promotor de SST depeéen
d’un element anomenat SST upstream enhancer (SMS-UE) i 2 elements rics en A/T anomenats
TAAT1 i TAAT2. SMS-UE que va dels nucleotids -115 al -75, és un element tripartit constituit pels
subdominis SMS-UE-A, -B i -C. En aquests subdominis s’hi uneixen diferents complexos proteics
que tot i actuar de forma sinérgica, serien també parcialment redundants. PDX1 s’hi pot unir
formant heterodimers amb PBX1 i PREP1 a ’element SMS-UE-A (Peers et al. 1995); (Goudet et al.
1999) i amb PAX6 per reconeixer l’element SMS-UE-B (Andersen et al. 1999). Les mutacions en
’element SMS-UE-A que afecten les unions dels seus elements reguladors, no afecten ’activitat
del promotor. En canvi, la mutacié que inhibeix la unié de PAX6, també inhibeix ’activitat del
promotor. La mutacié que inhibeix especificament la unié de PDX1 en U’element proximal B
redueix ’activitat del promotor de forma significativa. L’activitat de tots aquests elements del
promotor de SST depen de la integritat de ’element de resposta a cAMP (CRE). A més de PDX1,
PBX1 i PAX6, ISL1 també s’uneix a SMS-UE. Isl1 sembla que funciona sinérgicament amb CREB per
estimular nivells elevats d’expressio de SST (Leonard et al. 1992). Els elements TAAT1 i TAAT2 es
localitza on més a 5’ de SMS-UE i també uneixen PDX1 i PBX1, resultant en la transactivacio del
promotor de SST (Lu M 1996) (Fig. 28).

Figura 28. Estructura del promotor de la somatostatina i potencials llocs d’unid als factors de
transcripcid. Adaptat de (Ashizawa et al. 2004).

4.3.Regulacio del polipéptid amiloid d’illots

IAPP és un peptid de 37 amino acids de la familia de les calcitonines. En les cél.lules B del
pancrees s’emmagatzema juntament amb la insulina en els granuls de secrecio. També
s’expressa en algunes cel.lules & dels illots. En els pacients amb diabetis de tipus 2 s’observen
diposits de IAPP en més del 90% de les cél.lules B. A conseqiiéncia de la seva capacitat per
inhibir la secrecié d’insulina en illots aillats i contraposar-se a ’accié de la insulina en teixits
periférics, ha estat proposat que IAPP tingui un paper important en la regulacio dels nivells de

glucosa en plasma en els mamifers (Hoppener et al. 2000); (Jaikaran and Clark 2001). El
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promotor de IAPP conté tres caixes A (AT1-3) que poden unir PDX1 (Watada et al. 1996) i
mutacions en les caixes AT1 o AT3 (pero no AT2) disminueixen ’activitat del promotor. Aixi
doncs sembla que PDX1 intervindria en la regulacié del promotor de IAPP a través d’almenys

dues de les caixes A.

4.4.Transportador de la glucosa 2

GLUT2 és una proteina de membrana que facilita la difusio de la glucosa a través de la
membrana plasmatica de les cél.lules dels mamifers. GLUT2 s’expressa en el fetge, intesti prim,
ronyo, en algunes arees restringides del cervell i en les cél.lules B del pancrees. En animals amb
diabetis, la manca de secreci6 d’insulina es troba correlacionada amb una reduccié de
Uexpressié de GLUT2 en les cel.lules B, pero no en les céel.lules del fetge o del ronyo; aixo
indicaria que la regulacio de GLUT2 en el pancrees es dona per algun mecanisme de regulacio
diferent. S’ha identificat un motiu repetit TAAT (5’-TAATAATAACA-3’) en el promotor de GLUT2,

que es troba conservat en ratoli i huma, on s’uneix PDX1 transactivant ’expressié de GLUT2.

4.5.Glucocinasa

L’expressio més elevada de glucocinasa es dona en el pancrees i en el fetge (Schuit et al.
2001). Es un factor crucial per a transferir fosfats de UATP a la glucosa, generant glucosa-6-
fosfat, que és el primer pas limitant del metabolisme de la glucosa. En el promotor de la GK es
troba un motiu semblant a les caixes A, anomenat hUPE3, que és capa¢ d’unir tan

BETA2/NeuroD, com PDX1, que activen la seva transcripcio (Moates et al. 2003).
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Objectius

El nostre grup esta interessat en ’estudi dels gens ParaHox en ratoli i les seves possibles
implicacions en la regulacio del gen de la insulina. El treball realitzat en aquesta tesi té dues
etapes diferents marcades per ’aparicié de la seqiiéncia plblica del genoma huma i, poc
després, la de ratoli. Com ja ha estat esmentat, el cluster ParaHox fou duplicat a l’origen dels
vertebrats, deixant una dotacio genica de tres gens Cdx, dos gens Gsh i un gen Pdx (IPF). Segons

les hipotesis de duplicacions geniques podria haver-hi fins a quatre gens de cada classe.

El gen Pdx1 codifica per un factor de transcripcio clau per al correcte desenvolupament
del pancrees, i en la transicido secundaria per la formacié i el manteniment del fenotip de
cel.lula B. A més, és un dels principals factors de transcripcié implicats en la regulacié de la
transcripcio de la insulina. Es va plantejar si una d’aquestes dues funcions que Pdx7 té en el
pancrees, podia ser duta a terme per un possible Pdx2 (IPF2), que podria tenir una expressio

solapada amb Pdx1 i possiblement funcions parcialment redundants.

Per altra banda, degut al parcial solapament d’expressiéo que tenen els gens ParaHox en
’embrio i la manca de dades sobre la seva expressio en adult, es va trobar interessant estudiar
la seva expressio en teixits adults i principalment en el pancrees, degut a la possible implicacio
que podria tenir en ’homeostasi de la glucosa i, per tant, en la diabetis. Tanmateix es volia
veure si les proteines ParaHox podien unir-se en el promotor de la insulina i modificar-ne la seva

transcripcio.

En concret, els objectius proposats son:

1. Cerca de gens relacionats amb Pdx7 (identificacio d’un possible Pdx2) a partir de

genotéques de cDNA de pancrees i PCR sobre cDNA de pancrees i DNA genomic.

2. Estudi de Uexpressio dels gens ParaHox en teixits adults i en diferents estadis del
desenvolupament embrionari, utilitzant panells de cDNA de diferents teixits amb la

tecnica de RT-PCR i hibridacions in situs sobre seccions de pancrees adult.

3. Si s’escau, immunohistoquimica sobre les mateixes seccions per veure en quin tipus

cel.lular pancreatic s’expressen els gens ParaHox.

4. Clonatge de tots els gens ParaHox en vectors d’expressié i cotransfeccions d’aquests
gens amb el promotor de la insulina en cultius cel.lulars de cél.lules o i Booper estudiar
la seva possible accidé reguladora sobre el promotor del gen de la insulina, utilitzant el

gen reporter de la luciferasa.
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CERCA DE GENS SIMILARS A PDX EN EL GENOMA HUMA

Resum

Per a totes les estratégies d’amplificaci6 es va comprovar, com a control positiu,
’amplificacié de Pdx1. Per tal d’identificar els putatius gens Pdx duplicats en el genoma huma
es van dissenyar uns oligonucleotids degenerats per comparacio dels dominis homeotics dels gens

de la familia Pdx en diferents especies. Els motllos utilitzats en les PCRs varen ser:

1)  DNA genomic huma
2) Una barreja de cDNAs de 37 teixits humans.
3) Una barreja de cDNAs de fetus.

4) Una genoteca de cDNA de pancrees huma.

Es van fer diferents reaccions d’amplificacio, utilitzant varies estratégies:
nested/seminested PCRs, re-PCRs, PCRs en gradient i anchored PCR. La majoria de clons
obtinguts en les diverses estratégies de PCR resultaren ser, majoritariament, Pdx7, alguns gens

Hox i proteines pancreatiques.

A la vegada, es realitzaren diferents triatges sobre una genoteca de cDNA de pancrees
huma en condicions de mitja restrictivitat, amb diferents solucions d’hibridacié i rentats i
emprant com a sonda diferents regions de ’homeobox de Pdx1 huma o d’amfiox, préviament
amplificats per PCR o oligonucleotids degenerats d’aquesta mateixa regié. A ’analitzar els clons
positius es va veure que aquests corresponien a gens que codificaven per a diversos enzims i
proteines pancreatiques, tals com el precursor de la proteasa pancreatica E, quimiotripsinogen

B1, tripsina 2, alguns Hox i Pdx1.

El fet d’aillar gens Hox era indicatiu de que s’havia arribat a unes condicions de
restrictivitat prou baixes, ja que els gens Hox son menys semblants a Pdx7 del que ho seria un
possible Pdx2 i que per tant, possiblement no existia un nou gen similar a Pdx en el genoma

huma.

Al mateix temps que es duia a terme tota aquesta cerca experimental, també es feien
cerques per homologia de seqiiéncia en el Human Genome Working Draft Sequence. Aixi doncs,
després d’exhaustius intents d’identificar un nou gen similar a Pdx7, es va concloure que no
existeix cap gen similar en el genoma huma, fet que implicaria que després de les duplicacions
géniques a l'origen dels vertebrats, els possibles gens duplicats, excepte Pdx7, haurien
degenerat i esdevingut pseudogens causant finalment, la seva desaparicio del genoma, com a

minim, d’huma i ratoli.
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1.0BTENCIO | PURIFICACIO D’ACIDS NUCLEICS

L’extraccio de DNA a partir de sang humana es realitza seguint el protocol descrit per
Miller i col. (1988). Les minipreparacions de DNA plasmidic es realitzaren seguint el protocol
descrit per Collet i col. (1997), o emprant el kit de minipreparacions de QIAGEN, seguint les

instruccions del fabricant.

2.PCR. REACCIO DE POLIMERITZACIO EN CADENA

2.1. PCRs amb oligonucleotids especifics

Per tal de fer un control positiu sobre DNA genomic huma, es van dissenyar uns

oligonucleotids especifics de la regio de |’homeobox de Pdx1.
(PDXF: 5’'GCGCACGGCCTACACGCGCGCA3’ / PDXR: 5’ TCGGGCGGCAACGGGGGCAGC3')

L’amplificacio va ser realitzada en reaccions de 50 uyl amb 200 ng de DNA motllo, 200 uM
de dNTPs, 0’8 pM de cada oligonucleotid, 1’5 mM de MgCl, i 1U Taq Platinum (Invitrogen Life
Technologies). Després d’un pas inicial de desnaturalitzaci6 de 2 minuts a 94°C, es va realitzar
una PCR de 40 cicles amb tres passos: a 94°C durant 30 segons, 62°C durant 30 segons com a

temperatura d’anellament i un pas d’allargament a 72°C durant 30 segons.

2.2. PCRs amb oligonucleotids degenerats

RKRGRQTYTRYQTLELEKEFHFNRYLTRRRRIETAHALCLTERQIKIWFQNRRMKWKKEN
— <—
SF R4
) R2
4F R1 o
GGAYAAEPEE N--T-TA---A-L-------L--K-I§-P-— -L-VM-N--—-H-—--———-—————-— E DKKRGGGTAV H.s.
RS
G .
TGASFAVEDE N--T-TA---G-L--—=---—=--— K-IS-P--—-L~AM-N--—-H-—=-—————————-" Q OQAKRRPLPES Amphi
WKGQWAGGAY N--T-TA---A-L-—---=-L—=K-IS-P--V-L-VM-N-—=--H-=-—=—————————— E DKKRSSGTPS mpdx-1
GGAYAAEPEE NKRTRTAYTRAQLLELEKEFLFNKYISRPRRVELAVMLNLTERHIKIWFQNRRMKWKKEE DKKRSSGTTS Rat
DGSYIMEQEE N--T-TA---A-L----=--L--K-TS§-P--V-L-VM-N--—~H-—=-———-——————— E DKKRGRGSDP X1Hbox8
N--T-TA-S-S-LF-—--—--- DK-TIS-P--V-L-SS-N----H--—=-————————— ME HTR-A2

Figura 1. Encebadors dissenyats sobre l’alineament dels homeodominis de diferents paralegs de
IPF1/Pdx1. En blau, els encebadors en direccié forward i en vermell, els encebadors en direccio
reverse.

Comparant els dominis homeotics dels gens de la familia Pdx en diferents espécies es van

dissenyar uns oligonucleotids degenerats per tal de poder amplificar un possible Pdx2 sobre:

5) DNA genomic huma.
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6) QUICK-Clone cDNA PT1150-1 (PR89750 Clontech), que és una barreja de cDNAs de 37
teixits d’adult humans.

7) Marathon-Ready cDNA PT1156-1 (PR93378 Clontech), que és una barreja de cDNAs de
teixits fetals humans.

8) ATriplEx & ATriplEx2 PT3003-1 (PR96139 Clontech), que és una genoteca de cDNA de

pancrees huma.

Taula 1. Encebadors degenerats emprats.

NOM MOTIU SEQUENCIA

1F SLFPWM 57 TNCCTTTYCCNTGGATG 3’
2Fa WMKST 57 TGGATGAARAGYACNAA 3’
2Fb WMKST 57 TGGATGAARTCNACNAA 3’
3F EENKRT 57 GANGARAAYAARNGNAC 37
4F NKRTRT 57 AAYAARMGNACHMGNAC 37
5F ELEKEF 57 GARYTNGARAARGARTT 3’
6Fa FNKYIS 57 TTYAAYAARTAYATHTC 3’
6Fb FNKYIS 57 TTYAAYAARTAYATHAG 3’
Rla FNKYIS 57 GADATRTAYTTRTTRAA 3’
Rlb FNKYIS 57 CTDATRTAYTTRTTRAA 3’
R2a KYISRP 57 GGNCKNGADATRTAYTT 3’
R2b KYISRP 57 GGNCKRGADATRTAYTT 3’
R3 HIKIWF 57 AACCADATYTTDATRTG 3’
R4 WEFQNRR 57 CKNCKRTTYTGRAACCA 3’
R5 KEQQAK 57 TTNGCYTGYTCYTCYTT 3’
R6 KEEDKK 57 TTYTTRTCYTCYTCYTT 3’

Es van fer diferents reaccions d’amplificacidé (amb variacions sobre la reaccio estandar)
amb rangs de temperatura d’anellament variant entre 45°C i 70°C, diferents concentracions
d’oligonucleotids, entre 0’5 pM i 2 pM, diferents concentracions de magnesi, entre 1’5 mM i
6mM, i enzims com Taq (Promega), ExTaq (Takara) i Taq Platinum (/Invitrogen Life Tehnologies).

Les estratégies emprades varen ser:

NESTED/SEMINESTED PCRs, que consisteixen en dues reaccions de PCR consecutives amb

dues parelles d’oligonucleotids (dos interns i dos externs) o bé, en una parella d’encebadors més

un oligonucleotid intern extra.

RE-PCRs, que consisteixen en segones reaccions de PCR sobre una aliquota d’una primera

reaccid, emprant els mateixos oligonucleotids per ambdues amplificacions.
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PCR de gradient, on hi ha una gradacio linial de la temperatura d’anellament en séries de

reaccions.

Anchored PCR, PCRs emprant d’una banda, un dels oligonucleotids degenerats de regions
codificants internes al gen i, de U’altre, un dels oligonucleotids especifics dels bracos del fag A.
Aquesta estratégia es va utilitzar sobre els segiients DNAs motllo: Marathon-Ready cDNA PT1156-
1 (PR93378 Clontech) i ATriplEx & ATriplEx2 PT3003-1 (PR96139 Clontech).

Després de fer diverses PCRs sobre Marathon-Ready cDNA, emprant diferents combinacions
d’encebadors degenerats, bé amb 5’RACE o bé 3’RACE:

5’RACE:5’' GGTCTTACTCCTTGGAGGCCATGT 3’

3’RACE:5’' GACCCCTTCATTGACCTCAACTAC 3’

finalment, la PCR queda posada a punt amb les segiients condicions i utilitzant els primers 4F/
3’RACE a una concentracio de 0’2 pM i una concentracié de magnesi de 1’5 mM. La PCR constava
de 40 cicles amb 40 segons de desnaturalitzacié a 94°C, 2 minuts d’anellament a 60°C i 3 minuts

d’elongacio a 72 °C.

Sobre la genoteca de cDNA de pancrees, s’utilitzaren també diferents combinacions
d’encebadors degenerats amb els encebadors del kit ATriplEx & ATriplEx2 PT3003-1:

(5'seq: 5'TCCGAGATCTGGACGAGC3'/3’'seq: 5'TAATACGACTCACTATAGGG3')

Es van fer dues PCRs consecutives amb les mateixes condicions que pel Marathon-Ready
cDNA. La primera, amb la parella de primers 4F/3’seq, i la segona PCR, que era una amplificacio

seminested, amb la parella de primers 5F/3’seq.

3.TRIATGE DE GENOTEQUES DE cDNA DE PANCREES HUMA

Es realitzaren diferents triatges sobre una genoteca de cDNA de pancrees huma (TriplEx &
ATriplEx2 PT3003-1 CLONTECH) en condicions de mitja restrictivitat (amb temperatures
d’hibridacié i rentats variant entre 45°C i 65°C), amb diferents solucions d’hibridacio i rentats i
emprant com a sonda diferents regions de |’homeobox de Pdx1 huma o d’amfiox. Totes les

sondes tenien una longitud aproximada d’entre 150-200 bp.

Tant les técniques utilitzades, com la composicié dels diferents tampons es troben
integrament descrits a Garcia-Fernandez (1992) i Minguillon (2002). El creixement de les
ceél.lules d’E. coli XIBlue utilitzades per a la infeccio, i les E. coli BM25.8 utilitzades per a la
infeccio i les escisions, s’han fet seguint integrament el protocol descrit en el manual del
fabricant (TriplEx & ATriplEx2 PT3003-1 CLONTECH). La transferencia del DNA als filtres de nilo,
’exposicio i la deteccio per autoradiografia es van fer seguint el protocol descrit a Sambrook and
Russell, 2001.
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Taula 2. Condicions dels triatges.

triatge  N° clons sonda marcatge hibridacio rentats
1 1’5 x 10° Homeobox Random 50°C Tampd 50°C
AmphiXlox hexamer Church 2%SSC /0’ 1%SDS
priming
2 1’5 x 10° Homeobox Random 50°C Tampo 50°C
AmphiXlox hexamer Church 2%5SC /0’ 1%SDS
priming
3 1’5 x 10° Homeobox Random 65°C Tampo 65°C
AmphiXlox hexamer Church 2%SSC /0’ 1%SDS
priming
4 16 x 10° Homeobox Random 50°C Denhart’s, 50°C
IPF1(4F/3R) hexamer 43% FA ** 2%SSC /0’ 1%SDS
priming
5 2x10° F.ol/R.ol* Marcatge 45°C TMAC 3M
terminal y**-P-
ATP
*F.ol: 5’ GARAAYAARCGNACNCGNACNGCN 3’
*R.ol: 5’ NCGNGGNCGNSWDATRTAYTTRTT 3’

** Formamida

Els isotops utilitzats per al marcatge de les sondes van ser o-*2P-dCTP (activitat especifica
3000 Ci/mmol, concentracié 10mCi/ml) per al marcatge de DNA de doble cadena; y-*’P-dATP
(activitat especifica 7000 Ci/mmol, concentraci6 10mCi/ml) per al marcatge a 5’ dels
oligonucleotids. Per a les sondes de doble cadena, es va utilitzar el marcatge per random-
hexamer priming i la separacio es va fer per precipitacié diferencial; per als oligonucleotids el
marcatge es va fer amb T4 polinucleotid kinasa i la separacid, per cromatografia en Sephadex G-

25. Els protocols seguits son basicament els descrits a Sambrook and Russell, 2001.

Per als marcatges necessitavem entre 1-2x10° cpm/ml de solucié d’hibridaci6 i

aproximadament 0’2 ml de solucié d’hibridacié per cm? de filtre.
A la taula 2 es resumeixen les condicions de cada un dels triatges.

La composicio de les solucions d’hibridacio amb formamida i la del tampo Curch es troben

descrits a Sambrook and Russell, 2001.

Després de picar els fags positius, s’escindia el plasmidi integrat corresponent i
s’utilitzaven per retransformar cél.lules competents de la soca E. coli DH5a, degut a que el DNA
de les cel.lules E. coli BM25.8 és de qualitat més baixa i, a vegades, presenta trencaments al

DNA que compliquen la seqiienciacié. Un cop fetes les minipreparacions per a l’obtencié del DNA
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plasmidic amb DEPC (dietilpirocarbonat) seguint el protocol descrit per Collet i col. (1997),
’analisi dels positius es feia digerint el DNA dels clons amb EcoRI/Xbal per tal d’alliberar
Uinsert. Dels clons correctes es reobtenia el DNA plasmidic amb les columnetes de Qiagen, per

tal de procedir a la seva seqiienciacio.

4.SEQUENCIACIO
Per seqiienciar els clons positius, en principi s’utilitzaren els oligonucleotids especifics per
al vector pBluescriptSK (Statagene), M13Forward i M13Reverse. S’utilitza el kit de seqiienciacid

de ABI3700 (AP Biosystems) amb les condicions establertes pel proveidor.
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El gen Pdx1 forma part del complex genic de gens amb homeobox denominat complex
ParaHox, que s’hauria duplicat a "origen dels vertebrats. La hipotesi de treball era, per tant,
que existien, molt probablement, d’un a tres gens paralegs de Pdx7 en el genoma huma que no
havien estat identificats a la data de U’inici d’aquest treball (recordem que aleshores no estava
totalment seqiienciat el genoma huma i la seqiiéncia disponible al banc de dades era escassa i
fragmentaria). Diferents arguments suggerien el per qué aquests gens no havien estat aillats fins

aleshores. Entre aquests cal destacar:

i) no s’havien realitzat cerques exhaustives, a nivell molecular, d’homolegs del gen Pdx1
al genoma huma. Les técniques d’amplificaci6 amb oligonucleotids degenerats havien estat
realitzades amb cebadors que amplificaven majoritariament gens Hox, abans que ParaHox. El
clonatge de I’Unic gen Pdx d’amfiox (AmphiXlox), similar a ’ancestre similar dels vertebrats, ha
permes dissenyar cebadors especifics per a tots els membres de la pressumpta familia génica
Pdx.

ii) els bancs de dades de seqiiéncies EST dels que es disposava en aquell moment no eren
suficientment informatius. Els gens ParaHox i en concret Pdx1, s’expressen a nivell molt baix, i
en teixits o cel.lules molt particulars. De fet, en aquell moment ni tan sols Pdx7 havia estat
aillat a nivell de EST. Aixo feia probable que encara que existissin putatius nous Pdx, aquests no
apareguessin en els bancs de dades, ja que aquests podien estar esbiaixats cap a gens amb un

major nivell d’expressio.

Aixi doncs, a continuacio es resumeixen els resultats de la cerca realitzada en aquesta
part de U’estudi, en base a la hipotesi raonada a partir de [’analisi del genoma huma, ’origen de

les duplicacions geniques en els vertebrats i el descobriment del complex ParaHox.

1.PCRs. REACCIO DE POLIMERITZACIO EN CADENA

1.1. PCRs amb oligonucleotids especifics de Pdx1.

Com a control positiu, s’amplifica una banda d’aproximadament 300 bp, que fou clonada
en un plasmidi pBluescript. S’obtingueren 6 clons, dels quals 3, després de ser seqiienciats i

analitzats, resultaren ser Pdx1.

1.2. PCRs amb oligonucleotids degenerats.

Qualsevol banda intensa de mida esperada o que es repetis en diferents reaccions, va ser
clonada en el plasmidi pBluescript i els clons corresponents seqiienciats i analitzats utilitzant els

diferents bancs de dades disponibles (Taula 3).
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Taula 3. Resum dels clons obtinguts en Uestratéegia de PCRs emprant oligonucleotids
degenerats.

MOTLLO N° PCRs Minipreparacions Seqiiéncies

DNA genomic 67 470 140

Marathon-Ready 9 144 102
Quick-Clone cDNA 10 53 20

1.3. Anchored PCRs

Després d’obtenir varies bandes utilitzant diverses combinacions d’encebadors degenerats
amb 5’/3’ RACE, es clonaren les bandes obtingudes en el plasmidi pBluescript i els clons

corresponents foren sequenciats i analitzats (Taula 4).

Taula 4. Clons obtinguts en ’estrategia de |’anchored PCR.

MOTLLO N°PCRs Bandes Clons Seqiiéncies
Marathon-Ready 2 4 4 4
Lamda TriplEx 8 21 15 15

La majoria de clons obtinguts en les diverses estratégies de PCR resultaren ser

majoritariament Pdx1, alguns gens Hox i proteines pancreatiques.

2.TRIATGE DE GENOTEQUES DE cDNA DE PANCREES HUMA

Les genoteques utlitzades eren de cDNA, perque el que interessava era trobar un gen que
fos actiu durant el desenvolupament del pancrees o en la regulacié del gen de la insulina. Un
possible pseudogen no era interessant, en principi, perquée no realitza cap funcié i no tindria, per

tant, cap implicacio en la diabetis o en el manteniment de |’homeostasi de la glucosa.

2.1. Triatge amb una sonda de I’homeobox de AmphiXlox

Els triatges sobre la genoteca de cDNA de pancrees huma es realitzaren principalment,
amb sondes obtingudes de la regi6 de ’homeobox del cefalocordat amfiox. Com ja s’ha
esmentat abans, ’amfiox és considerat [’organisme viu més similar a [’ancestre com( de tots els
vertebrats que no hauria patit les duplicacions del genoma. Aixi, tal com va ser descrit (Brooke

et al. 1998) ’amfiox presenta un cluster ParaHox format pels gens Cdx, Xlox, Gsx. Aixi doncs, els

72



Resultats

putatius nous Pdx que es puguessin trobar en el genoma huma, s’haurien duplicat a partir d’un
Unic gen ancestral semblant a AmphiXlox. Aquests gens duplicats haurien pogut seguir camins
diferents al llarg de ’evoluci6 a base d’acumular mutacions, fet que comportaria que un putatiu
nou gen IPF seria més semblant al seu ancestre (similar a AmphiXlox), que no pas al seu gen
paraleg germa (possible Pdx2). Per aquesta rad, els triatges inicials es van realitzar amb sondes

de entre 150-200 bp fetes a partir de I’homeobox del gen Xlox de I’amfiox.

1er triatge) S’obtingueren 286 positius dels quals es seleccionaren 48 i, d’aquests, es

purificaren i sequenciaren 43. Tots els clons van resultar ser falsos positius.

2on triatge) S’obtingueren 23 positius dels quals 20 es van escindir i es van sequenciar
amb els encebadors M13F i M13R.

El resultat de les seqiieéncies, tant pel primer com pel segon triatge, va ser similar.
Seqliencies de gens que codifiquen per a diversos enzims i proteines pancreatiques, tals com el
precursor de la proteasa pancreatica E, quimiotripsinogen B1, tripsina 2, alguns Hox i Pdx?. En
veure que alguns dels positius corresponien a diversos enzims pancreatics i a gens Hox, es va
pensar que el problema podia ser que s’estigués treballant a unes condicions de rigurositat
massa permisives. Per aixo es va decidir fer un segiient crivellatge augmentant la temperatura
d’hibridacio.

3er triatge) Aquest va ser realitzat a una temperatura de 65°C i amb una sonda de
’homeobox d’AmphiXlox obtinguda amb els oligonucleotids 5F/3R. S’obtingueren dos positius

que resultaren ser Pdx1.

2.2. Triatge amb una sonda de I’homeobox de Pdx1 huma

En vista del poc exit obtingut en els triatges realitzats amb la sonda d’amfiox, es va
decidir preparar una nova sonda, aquesta vegada de la regio de |’homeobox del mateix Pdx1

huma. La sonda obtinguda feia 175 bp.

Es van obtenir 5 positius, 2 dels quals eren dubtosos, i que es perderen en el retriatge. La
seqliéncia dels 3 positius restants resultaren ser Pdx1, precursor de la insulina i una serina

proteasa.

2.3. Triatge amb oligonucleotids

Es va fer una hibridacié amb ’oligonucleotid Fol, una altra amb Rol. | finalment una ultima

hibridaci6 amb una barreja dels dos oligonucleotids.

Es van obtenir 16 positius bastant dubtosos ja que cap replicava en la hibridacié feta amb
la barreja d’oligonucleotids. Tot i aixi es va continuar i, en el primer retriatge, els 16 positius

van ser finalment catalogats com a falsos positius.
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3.CONCLUSIONS

Aquestes estrategies basades en una possible conservacié de seqiiéncia entre gens
duplicats, condui a Uaillament, repetides vegades, del gen Pdx7, aixi com diversos gens Hox i
d’altres gens ja coneguts i expressats en pancrees adult (p.ex: enzims pancreatics) o a
seqiiencies no codificants o amb similituds només casuals amb les sondes o encebadors emprats.
Les condicions emprades per realitzar els triatges van abarcar un rang ampli de condicions de
restrictivitat. Finalment, el fet d’aillar gens Hox era ja indicatiu de que s’havia arribat a unes
condicions de restrictivitat massa baixes, ja que els gens Hox son menys semblants a Pdx? del
gue ho seria un possible Pdx2. Aquesta observacio també era recolzada pel fet de que, tot i que
Pdx1 s’expressa de forma molt més restringida, també és aixi per alguns dels gens Hox que es
van aillar, fet que indicava de nou que la restrictivitat a la que s’havia arribat era prou baixa i

que per tant, possiblement no existia un nou gen similar a Pdx.

Al mateix temps que es duia a terme tota aquesta cerca experimental, també es feien
cerques per homologia de seqiiéncia en el Human Genome Working Draft Sequence. Aixi doncs,
després d’exhaustius intents d’identificar un nou gen similar a Pdx7, es va concloure que no
existeix cap gen similar en el genoma huma, fet que implicaria que després de les duplicacions
géniques a l'origen dels vertebrats, els possibles gens duplicats, excepte Pdx7, haurien

degenerat i esdevingut pseudogens.
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Capitol Il

ANALISI DE L’EXPRESSIO DELS GENS PARAHOX EN RATOLI
Rosanas-Urgell, A., Marfany, G., Garcia-Fernandez, J. (2004). Pdx1-related homeodomain
transcription factors are distinctly expressed in adult pancreatic islets. Submitted to FEBS

letters.

Resum

Per tal d’analitzar ’expressio del gens ParaHox, es van realitzar RT-PCRs sobre un panell
de cDNAs de ratoli que contenia diferents estadis del desenvolupament i diferents teixits adults.
Es va observar que aquests gens s’expressaven en diferents estadis del desenvolupament
embrionari i en un seguit de teixits adults no descrits préviament. Aquestes observacions
recolzen les diferents funcions que poden tenir aquests gens durant el desenvolupament i
després en la diferenciacié i manteniment de l'estat diferenciat de diversos organs en el ratoli
adult.

Es van realitzar hibridacions in situ de tots els gens ParaHox en talls de pancrees de ratoli
adult i es va observar que tots ells s’expressaven en el pancrees endocri. Per tal d’avaluar quina
era la seva possible implicacié en la regulacio de I’homeostasi de la glucosa, es van realitzar
dobles immunodeteccions sobre les hibridacions in situs dels gens ParaHox, utilitzant marcadors

de diferents tipus de cél.lules endocrines. Aquest estudi va permetre concloure:

i) que la majoria de gens ParaHox s’expressaven en les cél.lules o dels illots

pancreatics.

ii) que Pdx1 s’expressava en cel.lules B i que el seu mRNA -que no sempre
colocalitzava amb la proteina PDX1- podia trobar-se retingut en el nucli

d’algunes cel.lules.

iii) que UmRNA i la proteina de PDX1 es trobaven colocalitzades amb el glucago en

algunes cél.lules o de la periféria.
Aquests resultats ens van permetre suggerir:

i) que els factors de transcripcié que participen en el desenvolupament embrionari,
poden ser recrutats en ’adult, per realitzar funcions de diferenciacié cel.lular

i/0 mantenir U’estat diferenciat en diversos organs.

ii) que tots els gens ParaHox s’expressen en les cél.lules o dels illots pancreatics,
probablement participant en alguna funcié reguladora de la transcripcio de gens

diana.

iii) que Pdx1 podria estar sotmeés a un procés de regulacio postranscripcional que faria

que el seu mRNA quedés retingut en el nucli d’algunes cél.lules.
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iv) que Pdx1 podria estar-se expressant a nivells basals en totes les cél.lules
endocrines del illots pancreatics sota estrategies reguladores d’expressio
diferents, funcionant com a capacitador i realitzant diferents funcions segons les

interaccions proteiques que pogués tenir a cada tipus cel.lular.
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Pdx1-related homeodomain transcription factors
are distinctly expressed in adult pancreatic islets

Anna Rosanas-Urgell, Gemma Marfany and Jordi Garcia-Fernandez*

Departament de Geneética, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona

Av. Diagonal, 645, E-08028, Barcelona, Spain

Complex gene networks are responsible for the proper operation of the endocrine pancreas. A central
member of such networks, the homeodomain transcription factor PDXI, belongs to the ParaHox gene
cluster, an array of Hox-like homeobox genes whose genomic linkage may well be retained by coordinate
gene expression and sharing of regulatory mechanims. We have investigated the expression profile of the rest
of ParaHox cluster genes, Cdx1, Cdx2/3, and Cdx4, and Gshl and Gsh2, in mouse adult tissues, and found that
all of them are expressed in the endocrine pancreas. With a combination of mRNA i situ hibridization and
immunodetection we have assigned their expression to specific islet cell types. To our knowledge, this is the
first report that locates ParaHox genes other than Pdxl and Cdx2/53 in a place as to be involved in the
pancreatic transcriptional regulatory networks. ParaHox genes may become candidate target genes for future
research towards the identification of new genes regulating glucagon-insulin homeostasis.

INTRODUCTION

The homeodomain transcription factor PDX1
(also named IPFI in humans, other aliases including
IDX1, STFI, and IUFI) plays a crucial role during the
embryonic development and differentiation of the
endocrine pancreas. The most relevant trait of the Pdx/
knockout mice is pancreas aplasia (Jonsson et al. 1994,
(Ahlgren et al. 1996). In humans, an homozygous
mutation that generates a prematurely truncated PDX1
protein is also responsible for failure in pancreas
fomation (Stoffers et al 1997). Besides, PDXI1 1is
implicated in both the maintenance of d-pancreatic cells
differentiated state and the normal islet function (Ahlgren
et al. 1998, reviewed in (Ashizawa et al. 2004). Indeed,
point missense and frameshift mutations of IPFI in
heterozygous human patients caused familial early-onset
type 2 diabetis, namely MODY4 (Stoffers et al. 1997,
(Ashizawa et al. 2004). Thus, PdxI(IPFI) shows a dual
action: it is an essential differentiation factor during
pancreas embryogenesis, and it also acts as
transcriptional regulator of normal pancreatic islet
function and the maintenance of glucose homeostasis in
the adult (Ahlgren ez al. 1998).

Pdx] was identified as a member of the ParaHox
gene cluster (Brooke et al. 1998), an array of Hox-like
homeobox containing genes that include Gsh and Cdx in
addition to Pdxl. The ParaHox cluster is the evolutionary
sister of the well-known Hox gene cluster.
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Both gene complexes were originated around 550
Myears ago (Minguillon and Garcia-Fernandez 2003).
Hence, the maintenance of the clustering in mammals
ought to be explained by selective functional constraints,
the best candidate being the sharing of common
regulatory mechanisms so that coordinate gene
expression is attained on the basis of genome vicinity,
which, in addition, may engender functional redundancy.
Concurrently, several rounds of large genomic segment
duplications took place in the vertebrate lineage (Furlong
and Holland 2002) leading in many cases to four syntenic
duplicated segments or complexes. These syntenic
regions followed distinct evolutionary patterns, eventually
resulting in losses or gains of different genes in each
duplicated segment. In the case of the ParaHox regions
in mammals, the four segments were maintained, but
only one ParaHox cluster remained fully intact, with one
representative gene of each class: Gshl, Pdxl, Cdx2/3
(mouse chromosome 5), whilst only one gene remained in
cach of the other three segments, giving rise to the
present Cdx4 (mouse chromosome X), CdxI (mouse
chromosome 18) and Gsh2 (mouse chromosome 5) genes
(Minguillon and Garcia-Fernandez 2003).

A considerable amount of data has been gathered
on Pdxl, the central ParaHox, but much less is known
about the other ParaHox genes. Succintly, GskI (Valerius
et al. 1995) and Gsh2 expression has been mainly detected
in the central nervous system, specifically in the
developing brain and neural tube. Gsk/ is relevant to the
pituitary gland function (Li et al. 1996), whereas Gsh2
plays a role in the specification of the olfactory bulb
(Hsieh-Li et al. 1995). To our knowledge, no other
function or expression data aside the nervous system has
been reported for Gsh genes to date. Concerning caudal
genes Cdxl and Cdx2/3, both play an important role in
the early processes of intestinal morphogenesis and in the
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maintenance of the differentiated intestinal cell
phenotype (Freund e al 1998). Some functional
redundancy between these two caudal genes has been
proposed,  although the Cdx2/3  knockout is
embryonically lethal. Mutations in either gene have been
involved in colon tumour formation in humans and mice
(Chawengsaksophak 1997). In addition, Cdx2/3 is
expressed in d-pancreatic cells (Laser e/ al. 1996), in a
physiologically opposite role to PdxI, as it activates
transcription of the glucagon gene. Finally, Cdx4
expression has been reported only during embryogenesis,
where it is detected in the most caudal regions of the
carly embryo (Gamer and Wright 1993).

Given the relevance of Pdxl in pancreas
development, glucose homeostasis and diabetes, one of
the most prevalent diseases in humans, the scarcity of
knowledge of the potential involvement of other ParaHox
genes in similar functions (except for some data on
Cdx2/3) is rather perplexing. Considering: 1) the
clustering of ParaHox genes, that points to shared
regulation, ii) the similarities of the homebox sequence
among them, which point to similar DNA targets, and iii)
their common functions as transcription factors involved
in both developmental and adult stages, we speculated
whether all of them would be expressed and function in
pancreas, regulating either similar or different functions
as Pdxl. In agreement with this general lack of
information on ParaHox genes, previous data of their
expression in adult tissues were scanty or even missing.
Here we show that ParaHox genes are expressed in many
adult tissues, thus giving credence to other, yet unveiled,
regulatory functions for these genes. Remarkably, all
ParaHox genes are expressed in adult endocrine
pancreas. Combining mRNA i situ hybridization and
immunodetection of glucagon and insulin we have been
able to assign their expression to specific islet cell types.
Our results open new venues to the role of ParaHox
genes in the transcription regulatory networks of the
endocrine pancreas.

MATERIALS AND METHODS
Murine tissue panel RT-PCR

Multiple tissue cDNA panel was obtained from
Clontech (BD Biosciences). Five ng of the first-strand
cDNA (1 ng/ul) were used in two-step PCRs with each
paraHox-specific oligonucleotides (see Table I). Cycling
conditions were as follows: 94°C for 30 seconds,
annealing and extension at 65°C for 2 min. Taking into
consideration that we intended to detect transcription
factors, which are usually low abundance transcripts and
which, according to exhaustive transcriptome reports

(Holland, 2002); (Czechowski et al. 2004), go mostly
undetected unless specific cycling conditions are used, we
used 40 cycles, as reported. The PCR was performed in
50 ul reactions with 0.4 uM of each primer, 0.2 mM of
dNTPs, 1.5 mM MgCly, 5% DMSO and 2.5 units of Taq
polymerase (Promega). The amplified products were
separated on an agarose gel and visualized with ethidium
bromide.

In situ hybridizations

For in situ hybridization, adult mouse pancreas
slides from the NIH Swiss strain were obtained from
Novagen. Pancreas were fixed in 4% paraformaldehyde,
embedded in paraffin, and sectioned at 7 wm. Sections
were washed (3 x 7 min) with xylene to remove paraffin,
(2 x 3 min) with ethanol 100%, 3 min with ethanol 90%,
3 min with ethanol 70%, 8 min with DEPC-treated
water, and fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min.
Sections were treated with 2 ug/ml proteinase K for 30
min at 37 °C, washed (2 x 5 min) with phosphate-
buffered  saline, and  postfixed  with 4%
paraformaldehyde.  Acetylation  with 0.1 M
triethanolamine-HCI (pH 8.0) containing 0.25% acetic
anhydride was performed for 10 min. Slides were
subsequently washed, ethanol dehydrated, and air dried.
High stringency hybridization was carried out overnight
at 55°C in 50% formamide, 1X Denhardt's solution,
10% dextran sulfate, 0.3 M NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH
8.0), 5 mM EDTA (pH 8.0), 10 mM NaH:PO,, and 200
ug/ml salmon sperm DNA. The antisense and control
sense riboprobes were used at a final concentration
adjusted according to their size. For a detailed account,
see Table 2. After hybridization, the slides were washed
once in 2X SSC for 20 min, twice in 50% formamide,
2X SSC for 5 min at 45°C and equilibrated in NTE (0.5
M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 5 mM EDTA) (three
washes of 15 min at 37°C), followed by RNAse A
treatment (10 ug/ml RNase A in NTE at 37°C for 30
min). Subsequently, the sections were washed in NTE for
15 min, twice in 2X SSC (15 min each at 37 °C) and
twice in 0.1X SSC (15 min each at 37 °C), equilibrated in
buffer 1 (100 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl) and
finally, blocked in blocking buffer (1% BSA, 0.1% Triton
X-100 in bufter 1) for 30 min. An anti-digoxigenin-AP
conjugate antibody (1:500; Roche Applied Science) in
blocking buffer was incubated over night at 4°C. The
sections were washed twice in buffer 1 for 15 min and
once in buffer 2 (100 mM Tris-HCI pH 9.5, 150 mM
NaCl, 50 mM MgCly) for 10 min, prior to exposure to
the AP substrate, nitroblue tetrazolium—5-bromo-4-
chloro-3-indoyl phosphate (NBT-BCIP; Roche Applied
Science). The reaction was stopped by several washes in

Table 1 * Forward and reverse oligonucleotides used to detect expression of each gene in the RT-PCR assays

GENE FORWARD REVERSE
Pdx 1 5’ -GCTGGGATCACTGGAGCAGG-3"' 5’ -CTCGGGTTCCGCTGTGTAAGC-3"
Cdx 1 5’ -TCCTGGCGCAGTCCCTCGG-3" 5’ -CAGGGGCAGCTGTGTGGGAG-3 "
Cdx2/3 5’ -GCCGCCGAACAGCTGTCC-3"’ 5’ -TGCCTCTCGGAGAGCCCAAGTG-3"
Cdx 4 5’ -GAGCCGTCACAGCCCCTAC-3" 5’ -GAGAGTCACTTTGCACGGAAC-3'
Gsh 1 5'~-AGACCTCCTACCCGCTGCC-3" 5’ -GAGCACTTGCAGCCTTGCGG-3"
Gsh 2 5’ -GTCGGACCCACGGAGATTCC-3’ 5’ -CGCATAATGCGCCTGGCTACC-3'




Table 2 * Adjustment of the final riboprobe
concentration used in the in situ hybridization
assays, according to their respective size.

GENE RIBOPROBE FINAL
SIZE CONCENTRATION

Pdx1 370 bp 11.5pg/ 1
Pdx1 sense 370 bp 11.5pg/ 1

Cdx 1 220 bp 21.5pg/ 1
Cdx 2/3 550 bp 7.1pg/ 1

Cdx 4 497 bp 8.6 pg/ 1

Gsh 1 338 bp 11.5pg/ 1

Gsh 2 260 bp 21.5 pg/ 1

distilled water. The sections were cover-slipped with 70%
glycerol in PBS x 1, and photographed using a Nomarski
optics microscope (Axioplan, Carl Zeiss), equipped with a
Nikon Coolpix Digital camera.

Immunodetection

Slides for immunodetection were washed twice in
phosphate-buffered saline (PBS). Nonspecific binding was
blocked with PBST (PBS, 0,3% Trito X-100) and 2%
BSA, twice for 30 minutes. Rabbit anti-glucagon
(DAKO) (1:100), guinea pig anti-glucagon (Peninsula
Laboratories) (1:200), guinea pig anti-insulin (Abcam)
(1:200), rat anti-somatostatin (Chemicon Interantional)
(1:100), rabbit anti-PDX1 (1:400) were added to the
sections and incubated overnight at 4°C. After 3 washes
in PBST, another blocking step was performed with
PBST and 2% BSA during 30 minutes. The secondary
antibodies Cys3 anti-guinea pig (1:200) (Jackson
Immunoresearch), FITIC anti-rat (1:200) and Alexa
Fluor 488 anti-rabbit (1:200), were added and incubated
at RT for 2 hours. Slides were rinsed in PBST and
mounted in fluorescence mounting medium Vectashield
(Vector Laboratories). The DAPI staining (1:200 in PBS)
was performed for 15 minutes at room temperature, and
then rinsed twice with PBS. Images were obtained using
fluorescence microscope Leica DMRB, equipped with a
digital camera Cooled CCD Micromax format RTE 782-
Y (Leica).

RESULTS

ParaHox gene expression in murine embryonic
stages and adult tissues.

Most ParaHox gene expression studies have been
performed on whole mount in situ hybridizations of
embryonic stages. However, the expression data on adult
tissues is scarce. As a first approach to analyze ParaHox
gene expression, we performed RT-PCR in several adult
tissues as well as in several critical embryonic
developmental stages. To this end, we devised PCR gene-
specific oligonucleotides, conveniently located in different
exons as to avoid amplification of undesired genomic
DNA contamination. PCRs were designed so that the
conditions for all the genes were similar (see Matherial
and Methods) and the amplified product sizes, around
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300 bp. The results on the murine Multiple Tissue cDNA
panel are shown in Fig.1.

During embryogenesis, Cdx2/5 is  highly
expressed throughout all tested stages (7, 11, 15 and 17
days post-coitum, dpc), while the other ParaHox genes
appear to be more temporally restricted. Cdx4 is
expressed mainly in the initial stages and declines
through development as its expression is diminished at
15-days and is not longer detected at 17 dpc. In contrast,
Pdxl, Gshl and Gsh2 expression appear later and remain
at similar expression levels throughout the embryonic
development. In particular, Gsh2 shows a high level of
expression that starts between days 7 and 11, in
accordance to other reports (Hsieh-Li e al 1995).
Notably, CdxI seems to be involved in differentiation, as
its expression is detected only at the latest tested stage (17
dpc).

Interestingly, we detected expression of all
ParaHox genes in distinct adult tissues. Pdx/ is expressed,
albeit at low levels, in spleen and testis. Of the caudal
genes, (dxl is expressed only in brain (very weakly), lung
and muscle, Cdx2/3 in brain (again faintly), testis, liver,
lung and muscle, while Cdx4, the least studied of the
ParaHox genes, is detected in all tested tissues, except
muscle, and most strongly, in kidney. Noticeably, it is the
only ParaHox gene detected in this organ. Gsh/ and Gsh2
share a similar tissular pattern of expression as they are
detected at a high level in brain and at a moderate level
in testis. According to these results, brain is the tissue
where most ParaHox genes are expressed except Pdx],
and also testis, where all genes are detected except Cdx].
The only ParaHox gene expressed in all adult tissues
analyzed is Cdx4.

sSese-. o
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Figure 1 0 Detection of ParaHox gene expression on
different mouse developmental stages (7, 11, 15 and 17 days
post-coitum) and adult tissues.

ParaHox gene expression in mouse adult
pancreas

In order to assess ParaHox gene expression in
pancreas we performed mRNA detection by i situ
hybridization on 7 wm-thin slices of mouse adult
pancreas. All probes, designed to detect Gshl, Gsh2, Cdx1,
Cdx2/3, Cdx4 and Pdxl (used also as a positive control)
were highly specific for each gene and contained only
coding sequence. Remarkably, all ParaHox genes showed
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Figure 2 8 Combined i situ mRNA hybridization of each ParaHox gene with double inmmunodetection of glucagon and

insulin on adult murine pancreas sections. For each gene and slide the sections were photographed on both, light (A, D, G, J, M
and P) —to detect the i situ mRNA hybridization signal—, and fluorescent (B, E, H, K, N, and Q) fields —to reveal glucagon and
insulin immunodection—, and the images merged (C, I, I, L, O, and R). Glucagon appears stained in green (FITC) and insulin in
red (Cy?). Arrows in (P-R) indicate strong Pdx/ mRNA expression in non-insulin producing islet cells.
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Figure 3 § Strongest Pdx/ mRNA signal does not correlate to highest PDX1
protein immunostaining. (A-C) Combined i situ hybridization of the Pdx/ mRNA
with double inmmunodetection of PDX1 and insulin proteins on adult murine
pancreas sections. Again, the sections were photographed on light (A) —to detect
the n situ mRNA hybridization signal— and fluorescent (B) fields —to reveal PDX1
and insulin immunodection— and the images, merged (C). PDX1 appears stained
in green (FITC) and insulin in red (Cy?). The black arrowhead in (A) indicate
some cell nuclei with strong Pdx/ mRNA detection. White arrows in (A) and (B)
point to cells with strong Pdx/ mRNA signal in the cytosol with faint PDX1
immunostaining. White arrowhead in (B) show d-cells (strong signal for PDXI1
protein but no insulin detection).

(D-F) Combined i situ hybridization of the Pdx/ mRNA with double inmmunodetection of PDX1 (red) and somatostatin (green)
proteins. Light (D), fluorescent (E) fields and merged image (F). Some cells show red nuclei and green cytoplasm (arrows in E and
F) confirming PDXI1 expression in 8 cells. (G-I). Combined i situ hybridization of the Pdx/ mRNA with double
inmmunodetection of insulin (red) and somatostatin (green) proteins. Light (G), fluorescent (H) fields and merged image (I). None
cells co-express both cell type markers. (J-L) Combined i situ hybridization of Pdx/ mRNA, counterstained with DAPI fluorescent
dye, on adult murine pancreas sections. The sections were photographed on light (J) —to detect the in situ mRINA hybridization
signal— and fluorescent (K) fields —to reveal the blue-dye nuclear staining— and the images merged (L). White arrowheads in (J-L)
indicate strong positive signal for Pdv/ mRNA restricted to cell nuclei. Note the quenching of the blue fluorescent DAPI dye in
those cells. (M). Negative control for the Pdx/ in situ hybridization. A sense riboprobe was hybridized in the same conditions as the
antisense probes.
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Figure 4 § PDXI is expressed in d-cells. Combined in situ hybridization of the Pdx] mRNA with double inmmunodetection of
PDXI1 and glucagon proteins on adult murine pancreas sections. The sections were photographed on light (A) —to detect the i situ
mRNA hybridization signal— and fluorescent (B) fields —to reveal PDX1 (green) and glucagon (red) immunodection— and the images,
merged (C). The white arrows reveal 8 -cells (glucagon positve, red cytoplasm) with PDX1 protein localized in the nuclei (green).

endocrine-specific  expression,  although
different patterns (Fig. 2A, D, G, J, M and P).

Endocrine cells are grouped in islets, but four
main cell types can be distinguished by the secreted
products. We intended to assign particular ParaHox
genes to specific cell types. Hence, subsequently to i situ
hybridization we proceeded to immunodetect glucagon
and insulin, the main products of 8- and &-cells,

following

respectively. These two techniques require different
protocols and need to be optimized to use both on the
same section. We were appealed by the combination of
these two approaches by several reasons, but mainly
because they have been hardly used in pancreas. In fact,
most of the data on the literature, particularly for Pdx1,
has been obtained by immunodetection of hormones as
well as other transcription factors. The images produced
on the same section by light and fluorescence
microscopy, which corresponded, respectively, to n situ
mRNA hybridization (Fig. 2A, D, G, J, M and P) and
anti-insulin  (red) and anti-glucagon (green) double
immunodetection (Fig. 2B, E, H, K, N and Q) were
merged (Fig. 2C, I, I, L, O and R).

Remarkably, Cdx and Gsh genes are all
expressed in pancreatic endocrine islets. Cdx2/3
expression in d-cells (Fig. 2D, E, F) was expected, due to
its role in the transcription regulation of the glucagon
gene (JinDrucker 1996, (Laser et al. 1996). In addition,
our data revealed that Cdx/, Cdx4, Gshl and Gsh2 showed
a similar pattern to that of Cdx2/3: they were expressed
in §-cells and excluded from d-cells (Fig. 2D, F, I, L, O),
as a clear co-localization with glucagon-producing cells is
detected. Notably, Gshl and Gsh2, whose available
expression data referred mostly to embryonic
development and restricted to brain, are also expressed in
endocrine pancreas (Fig. 2J-L. and Fig. 2M-O,
respectively).

Pdxl expression was expected in d- (insulin-
producing) as well as in 8- (somatostatin producing) cells.
Insulin-positive d-cells (red in Fig. 2Q)) were moderately
positive for Pdx] mRNA (Fig. 2P) -which was localized in
the cytosol-, in accordance to previous reports (Miller et
al. 1994). Besides, we found strong Pdx/ expression in
non-insulin producing cells in the islet periphery (Fig. 2P-
R, arrows). Some of these cells stained positive for
glucagon (see below). The same results were obtained
using two additional riboprobes that covered different
Pdx1 coding regions (data not shown). To gain deeper
insights into the cell type distribution of Pdx], a combined
in situ Pdx1 hybridization and double immunodetection of

PDX1 and insulin was performed (Fig. 3A-C).
Colocalization of insulin with PDXI1 protein was
observed in the cytoplasm of all d-cells (in orange as
merged color in Fig. 3C), whilst only PDX1 protein was
detected in the nuclei of these cells (in green), in
agreement with its role as transcription factor (Fig. 3B).
Green-only cells (arrowhead in Fig. 3B) most probably
represented O cells, as they produce PDXI1 but not
insulin. In order to confirm the latter, we performed
double immunodetections with antibodies against PDX1
and the 0-cell marker somatostatin, onto the PdxI in situ
hybridized slides (Fig. 3 D-F). As expected, some cells
showed PDX1 expression localized in the nuclei and
somatostatine in the cytoplasm (Fig. 3E-F, arrows).
Additionally, co-expression of insulin and somatostatin
was mutually excluded in endocrine cells (Fig. 3G-I),
confirming the cell type specificity of the antibodies used
and our previous results.

Yet, high levels of PDX1 protein do not correlate
directly with high levels of Pdx/ mRNA, as it becomes
evident when merging the figures of light and
fluorescence microscopes of (Fig. 3C, F, I). The
hybridization signal in strong Pdx/ mRNA-expressing
cells seems mostly restricted to the nuclei (black arrow in
Fig 3A). This was further confirmed by DAPI
counterstaining (Fig. 3J-L), where strong Pdvx/ mRNA
signal quenches the blue-fluorescence of the DAPI dye
(compare arrowheads of Fig. 3J-L). Some cells also show
a strong signal for Pdx] mRNA in the cytosol but a faint
immunostaining for PDX1 protein (white arrowhead in
Fig. 3B).

Finally, the finding of Pdx/ mRNA expression in
d-cells was unexpected (Fig. 2P-R). To further confirm
this result, which would point to a putative role of PDX1
in d-cells, we performed double immunodetections of
PDX1 and glucagon on PdxI in situ hybridized slides (Fig.
4). These confirmed that strong Pdx/ mRNA
hybridization in the nuclei mostly localize with glucagon-
producing cells, and that some cells in the islet were
positive for both PDX1 and glucagon proteins (green
nuclei and red cytoplasm, arrow in Fig. 4B-C).

DISCUSSION

Transcription factors involved in developmental
processes can be also recruited (or co-opted) for
functional maintenance or regulation of the differentiated



cells in the adult. Well-known exemples of the latter are
the Notch genes, but also PdxI, which is pivotal for
pancreas formation and later, for differentation,
maintenance and functional regulation of d-cells. This
proof of principle may hold true for most transcription
factor genes, including ParaHox genes.

Within this context, it may be not so surprising
that the main conclusion from our results is that all
ParaHox genes are also expressed in many adult tissues.
Some of them are nearly ubiquitously expressed (such as
Cdx4) while others (i.e. Gshl and Gsh2) appear to be more
restricted, but clearly, besides their function in
development, they must play other maintenance or
regulatory roles, yet unknown. For example, Cdx4, which
has only been reported in developmental stages, is
expressed at different levels in most adult tissues,
particularly, in kidney, thus being a good candidate to
regulate some complex metabolic processes in renal
tissue. (dx/, instead, is detected in lung and muscle. Most
Parahox, even PdxI, are expressed in testis, but as many
genes are expressed at basal levels in the germ line, its
physiological relevance is yet to be determined. Overall,
we surmise that many functional roles await to be
assigned to the ParaHox genes.

We were particularly interested in their probably
regulatory role in pancreas, related to the relevance of
Pdxl function. Interestingly, all ParaHox genes are
expressed in endocrine pancreas, albeit only Pdxl,
directly involved in insulin transcription regulation, is
expressed in d-cells. Pdx] expression is regulated at many
different levels. Among them, the phosphorylation of
PDX1, as a response to the increase in glucose, allows the
rapid translocation of the retained PDXI1 from the
cytoplasm to the nuclei, where it activates the insulin
promoter (reviwed in (Ashizawa et al. 2004). Remarkably
and according to our results, Pdv/i mRNA and protein
levels do not directly correlate, highlighting that other
post-transcriptional regulation processes, such as mRNA
export from nucleus to cytoplasm, may control PDX1
production and function, as it happens to other finely-
tuned regulated genes showing successive layers of
regulation that function as cellular checkpoints (Cole &
Saavedra 1997, Ruvolo et al. 2001, Hodge et al. 2002).
This lack of correlation between mRNA and protein
levels is in accordance to other reports of Pdx] expression
in pancreatic duct and duodenum cells (Miller et al. 1994,
Sharma et al. 1999, (Stoffers et al. 1999), and suggests that
Pdx1 expression is regulated at many levels, probably as a
response to different metabolic signals, being even more
complex than believed. Hence results on the regulation of
Pdx1 expression based merely on mRNA production or
in protein detection should be interpreted cautiously. In
this context, our finding that Pdx! is expressed in 0,
glucagon-producing cells, adds a further node in the
transcriptional regulatoy network of the endocrine
pancreas.

All the rest of ParaHox are strongly expressed in
d-cells and should consequently play an important role in
these islet cells. Cdx2/3 has already been claimed to
regulate the glucagon gene transcription. Whether the
other caudal and Gsk genes are also directly involved in
glucagon transcriptional regulation, participate in the
glucagon-insulin homeostasis or regulate other genes not
related to hormone production, ie., to maintain the
differentiated &-cell state, remains to be elucidated. In
this context, a recent report on HNF transcription factors
required to differentiate hepatocytes and pancreatic islet
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cells, describe a complex network of transcription factor
interactions that activate and regulate most of the genes
needed for the differentiated state (Odom et al. 2004,
(Kulkarni and Kahn 2004). Most target genes are
beginning to be drawn but many players of the network,
acting at different levels of the regulatory loops and nets
are yet to be identified, most probably because they are
expressed at very low levels on a restricted spatio-
temporal window. We postulate that ParaHox genes may
well be key components of these networks, although not
necessarily holding a position similar to that of Pdx/ in 8-
cells.

Future work is needed to clarify the position and
role of the ParaHox cluster, the individual genes as well
as the cluster itself as a genome entity, in endocrine
pancreas function. It is tempting to speculate that,
similarly to Pdx1, alterations of either the rest of Parahox
genes, more modestly studied, or the global regulatory
elements of the ParaHox cluster, contribute to impaired
global glucose homeostasis, hence to one of the most
prevalent human diseases, diabetes.
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Resultats

Capitol Il

EXPRESSIO DELS GENS DEL COMPLEX PARAHOX EN CULTIUS CEL.LULARS
PANCREATICS oTC1 | BTC6

Over-expression of ParaHox genes in pancreatic cell cultures: effects on the insulin promoter

regulation. Rosanas-Urgell A, Gracia-Fernandez J, Marfany G. Submitted to BBRC.

Resum

Es van dissenyar i generar les construccions de tots els gens ParaHox en vectors
d’expressio, per tal d’analitzar quin era Uefecte de la seva sobrexpressio sobre la regulacio del
promotor del gen de la insulina en cél.lules pancreatiques en cultiu. Per a la deteccié d’aquest
efecte es va generar una construcciéo amb un gen reporter molt sensible -el de la luciferasa- sota
la regulacio del promotor del gen de la insulina Il de ratoli, per tal de cotransfectar-los amb el
fragment del promotor de ratoli -645 bp INS-pGL3 amb el gen reporter de la luciferasa, en
cultius de cél.lules aTC1 i BTC6. Les cél.lules es van recollir i analitzar a 48 h postransfeccio
amb dues concentracions diferents de glucosa -alta concentraciéo (25mM) i baixa concentracio
(0’5mM)-, per tal de veure quin efecte tenia sobre la unié dels diferents factors de transcripcio
sobre el promotor del gen de la insulina. Els vectors d’expressio que contenien les construccions
dels gens ParaHox van ser transfectats a diferents concentracions, per veure si el seu efecte era

0 no depenent de dosi.

En les cel.lules BTC6, GSH1 i GSH2 no tenien cap efecte significatiu sobre el promotor del
gen de la insulina, tant a elevada com a baixa concentracio de glucosa. CDX1 activava el
promotor a elevades concentracions de manera independent de la glucosa. CDX2/3, a elevades
concentracions, transactivava el promotor en preséncia de glucosa, sense diferéncies
significatives quan no hi havia glucosa en el medi (igual per CDX4). En canvi, CDX4 en presencia

de glucosa provocava una forta inhibicio depenent de dosi.

En les cél.lules aTC1, GSH1 i GSH2 tampoc tenien cap efecte aparent i significatiu sobre la
regulacio del promotor del gen de la insulina, en ambdues concentracions de glucosa. CDX1 a
elevades concentracions, ’activava moderadament en presencia de glucosa i no produia cap
efecte visible sense glucosa. CDX2/3 tenia un efecte inhibidor en abséencia de glucosa, perd no
produia cap efecte significatiu a 25 mM de glucosa. Inesperadament, |’efecte més significatiu era
’observat amb la sobrexpressi6 de CDX4, que en presencia de glucosa, provocava una forta
activacio del promotor de la insulina a baixes concentracions de factor de transcripcio i aquesta

activacioé disminuia a mesura que s’augmentava la concentracio.

Aquests resultats suggereixen:
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i) que tal com describia la literatura, altres gens amb homeobox poden unir-se al
promotor del gen de la insulina, activant-lo en alguns casos i inhibint-lo en

d’altres.

ii) que la funcio dels diferents factors és depenen del tipus cel.lulars, fet que
suggereix que la formacié dels complexes proteics és depenent dels diferents

factors que s’hi expressin.

iii) La resposta que s’observava, era per alguns dels factors, depenent de glucosa.

Aquest fet estaria indicant diverses possibilitats:

a) que el mateix factor sigui el que presenti una regulacio directa per glucosa
que Uactivi per a la seva funcido reguladora (com es dona en PDX1 a les
cel.lules B de 'adult).

b) que les proteines amb qui forma els complexos moleculars transcripcionals
siguin depenents de glucosa, com també passa amb els factors que

interaccionen amb PDX1 per regular el gen de la insulina.

En tot cas, podria estar indicant una possible funcio fisiologica, depenent de glucosa, en la

regulacio transcripcional a les cél.lules Bi a les cél.lules o, no només per PDX1 sino també per
CDX4, CDX2/3.
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ParaHox genes in pancreatic cell cultures: effects on
the insulin promoter regulation

Anna Rosanas-Urgell, Jordi Garcia-Fernandez and Gemma Marfany*

Departament de Genetica, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona
Avda. Diagonal, 645, E-08028 Barcelona, Spain

PDX1, one of the main transcription factors regulating the glucose-dependent transactivation of the insulin
promoter in pancreatic b-cells, clusters with several closely related homeodomain-containing protein genes, all of
them belonging to the ParaHox gene family. We have analysed the effects of the overexpression of the rest of the
ParaHox genes (Gshl, Gsh2, Cdx1, Cdx2/3 and Cdx4) on the regulation of the insulin promoter in a- and f3-
cultured cell lines at different glucose concentrations and compared them to those of Pdx/. Several ParaHox
transcription factors are able to transactivate or inhibit the insulin promoter, depending on the cell type and

glucose concentration.

INTRODUCTION

In adult mammals, the insulin gene is expressed in
the pancreatic f-cells of the islets of Langerhans. Studies
performed using transgenic animals and transient
transfections have shown that a few hundred basepairs
(bp) upstream of the insulin transcription start site are
necessary and sufficient to confer f-cell specific expression
to an exogenous gene [1]. Mutational analysis of the
promoter proximal region allowed the identification of
several cis-acting enhancer elements that are relevant to
the insulin transcriptional regulation. Most of these
enhancer elements are well conserved in various species,
suggesting the presence of common regulatory
mechanisms controlling insulin expression [2]. Regulated
insulin gene transcription relies on the recognition of
several promoter sequence motifs by a combination of
ubiquitous and islet-specific transcription factors that act
synergistically [3]. The characterisation of such factors
contributed to our current understanding not only of
insulin gene expression, but also of endocrine pancreas
development (reviewed in [4]).

A-boxes are determinant cis-regulatory elements
in the insulin promoter. They contain AT rich sequences
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-most of them contain the core TAAT sequence-, which
are recognised and bound by homeodomain-containing
proteins [1], among them, the pancreatic duodenal
homeobox-1 (PDXI1) transcription factor. PDXI1
homodimers, as well as other homeodomain proteins that
bind to the A-boxes, cooperate with the bHLH dimers,
which in turn bind to the closely located E-boxes, to
activate insulin gene transcription [5]. The clustering of
multiple transcription factor activation domains has a
synergistic effect on transcription, since formation of an
effective complex depends on all of the interacting
proteins [4]. Hence, the net activity of the promoter can
be regulated by altering the concentration or function of
any of the proteins in the complex as well as by glucose,
which regulates insulin gene transcription through
multiple effects on several of the proteins in the
transcription activation complex [6-11]. PDX1 is a
crucial pancreatic transcription factor as it functions both
in the early commitment of the primitive gut to
pancreatic fate and in the maturation of {3 cells. Mainly
expressed in the P-cells, PDX1 is also a major
transactivator of the insulin gene. Remarkably,
heterozygous mutations of the Pdx] gene are linked to a
type of autosomal dominant diabetes mellitus known as
maturity onset diabetes of the young (MODY4) [12].

The Pdxl gene was later classified as a member of
the ParaHox cluster, an array of the Hox-like homeobox
containing genes that include Gsh and Cdx genes in
addition to Pdx1. The ParaHox cluster is an ancient
evolutionary sister group of the Hox cluster [13]. These
two gene complexes suffered several rounds of large
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genome duplications in the vertebrate lineage, leading —in
the case of the ParaHox in mammals— to four syntenic
segments that were maintained, although only one
ParaHox cluster remains fully intact. All Parahox proteins
contain a similar homeodomain, and thus, bind DNA
target sites and act as transcription factors. Besides Pdx/,
not much data has been gathered on Parahox expression
in pancreas, albeit CDX?2/3 expression has been reported
in a-cells, where it binds to the glucagon promoter and
activates its transcription. In addition, and although this
factor is not f cell-specific, CDX2/3 recognise the A3
and A4 boxes -usually bound by PDX1- and transactivate
the rat insulin I gene [14]. In fact, most studies on Cdx
and Gsh transcription factors were focused on their roles
during embryonic development. Nonetheless, we have
shown that all ParaHox genes are expressed in endocrine
pancreas, in particular within the glucagon-secreting o.-
cells, except PdxI, which is mainly detected in $- and 8-
cells (Rosanas et al., in preparation). These results
prompted us to further evaluate whether the ParaHox
transcription factors could be involved in the regulation of
glucose homeostasis, focussing on the pressumptive effects
upon the transcriptional regulation of the insulin
promoter.

Hence, in this study, we have performed transient
transfections on cultured o- and (- pancreatic-derived
cells (@TC1 and BTC6) to analyse the effect of Parahox
gene overexpression on the transactivation of a luciferase
reporter gene driven by —600INS mouse promoter region.
Our results provide new and quite unexpected insights
into the regulation of the insulin promoter by
homeodomain proteins other than PDX1, which are also
expressed in the endocrine pancreas.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Tissue culture.

The BTC6 and aTC1 cell lines were obtained
from ATCC (references CRL-11506 and CRIL-2350,
respectively), and all experiments were performed with
cells between passage numbers 1 to 20. Cells were
maintained following the manufacturer’s
recommendations. BTC6 cells were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with 4 mM L-
glutamine, 1.5 g/l sodium bicarbonate, supplemented
with 15% heat-inactivated fetal bovine serum, penicillin
and streptomycin. aTC1 cells were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with 1.5 g/1 sodium
bicarbonate and supplemented with 15 mM HEPES, 0.1
mM non-essential amino acids, 0.02 % bovine albumin
serum (BSA) and 10 % heat-inactivated fetal bovine
serum. Two different glucose concentrations were used:
4.5 g/l and 0.1 g/1 (25 mM and 0.5 mM glucose final
concentration, respectively) depending on whether high
or low glucose concentration was required for each
experiment.

DNA constructs.

The expression vectors encoding PDXI1 and
CDX2/3 were generated by insertion of the full-length
genomic sequences from the ATG to the STOP codons
(including the corresponding genomic introns) into the
pcDNA3 vector (Invitrogen). The expression vector
encoding CDX4 was generated by insertion of the full-
length coding sequence plus genomic intron 2 to the
pcDNA3 vector. To this end, we used mouse genomic
DNA as a template to amplify the first exon (from the
initial ATG to the end of the first exon) and fused it to a
second amplification product that stretched from the
beginning of the second exon, including intron 2, until the
end of the third exon. The strategy to clone the coding
sequences of CDX1, GSHI and GSH2 was as follows: we
amplified each single coding exon, and subsequently,
fused them in-frame; the reconstituted full-length cDNA
was cloned into pcDNA3 and a synthetic intron from
pIRESneo (BD Biosciences) was additionally cloned after
the STOP codon at the 3> UTR of the expression vector.

A plasmid containing a —645 bp fragment of the
mouse Insulinll promoter was cloned into the pGL3 basic
vector (Promega) upstream of the luciferase reporter gene,
using standard cloning methods. This promoter segment
contains all the necessary and sufficient cis-regulatory
elements required for the correct transcriptional
regulation of the insulin gene in B-cells [1, 15].

All the constructs were verified by DNA
sequencing with the ABI3700 sequencer (AP Biosystems).

Transfections.

Cells grown at about 80% confluence in twelve-
well plates were transfected using 6 ml of Lipofectamine
2000 transfection reagent (Invitrogen Life Technologies)
following the manufacturer’s recommendations with a
total of 2.5 mg of DNA, in serum-free Optimem medium
(Gibco, Invitrogen Corporation). For standard
transfections, and unless otherwise stated, cells were
harvested 48 h after transfection.

In all the transfections, the quantity of the mouse
insulin IT promoter —645INS-LUC reporter construct was
maintained constant at 0.5 mg. However, to analyse the
effect of the overexpression of the ParaHox transcription
factors, the expression constructs were cotransfected in
increasing quantities: 0.25 mg, 0.5 mg, 0.8 mg, 1.2 mg,
1.5 mg, 1.8 mg and 2 mg for the BTC6 cell line and at
0.25 mg, 0.5 mg, 0.8 mg, 1.5 mg and 2 mg for the aTC1
cell line. The pSV-BGal vector (0.2 mg) was also
cotransfected to normalise the transfection efficiency. For
cach sample, at least four independently transfected
replicates and duplicate values for each replica were
obtained. Cells transfected with the —645INS-LUC vector
but no transcription factor construct were used as positive
controls and the value obtained was considered as the
unity reference. Cells transfected with empty vectors were
considered as negative controls. The f-galactosidase and
luciferase activities were quantified using the $-Gal Reporter
Gene Assay chemiluminescent (Roche) and the Luciferase Assay
Systems E1500 (Promega) kits, respectively, following the
manufacturer’s recommendations. Each luminescence
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value, the ratio, mean average value and the standard
deviation were obtained using the FB12 luminometer
(Berthold Detection Systems) and the FB12 Sirius SW
software (Berthold Detection Systems). Statistical
significance was assessed by the Mann-Whitney test.

Pax1 [ E1 L
caxt [ E1 | E2] E3 2

I — 2,
Cdx2/3 | E1 (E2}— E3 |

=

Gsh2

Figure 1 | Scheme of the ParaHox coding sequences
cloned into the corresponding expression constructs. Exons
and introns are represented by boxes and single lines,
respectively. Note that all constructs contain an intron
sequence in the transcribed region, either genomic, in the
original position, or synthetic, in the 3°UTR. E1, E2, E3-
exons 1, 2 and 3. Il, I2- genomic introns 1 and 2. sIV-
synthetic intron from pIRESneo (IV stands for Intervening
Sequence).

RESULTS

Obtention of the constructs to assess the effect of
ParaHox gene overexpression on the insuling
promoter transactivation

According to many previous reports, mRNA
stability, nucleus/cytoplasma transport and even, mRNA
translation efficiency, are related to mRNA maturation
processes, in particular to the splicing events [16, 17].
Accordingly, many expression vectors designed to
improve protein production in cultured cells or to
produce stable transgenic organisms as well as gene
therapy vectors do include introns in the 5” or 3° UTRs.
Another alternative relies on the expression of coding
sequences derived from genomic amplification, so that
introns are embedded in their original location, and thus,
should be appropiately processed in the recombinant
trancript by the cellular splicing machinery. Considering
this previous information and the fact that ¢cDNA

amplification (using RT-PCR) of most ParaHox genes
was hampered by their low and tissue-restricted
expression, we decided to directly attempt genomic
amplification. Whenever the intron sizes allowed it, we
directly amplified from the initial ATG to the STOP
codon. When the intron sizes were either excessive or
unknown, we opted for amplification and in-frame fusion
of single exons to obtain the complete coding sequence.
In all the cases, at least one intron (either the original or
synthetic) was included in the expression constructs. The
final design of all the expression constructs is depicted in
Fig.1. The integrity of the final constructs was verified by
sequencing.

To assess the effect of the overexpression of the
ParaHox genes on the insulin promoter activity, we relied
on the highly sensitive luciferase reporter gene. The
proximal mice genomic region upstream of the insulin
transcriptional start site (around 400 bp) had already been
shown to contain all the regulatory elements necessary to
confer glucose-dependent regulation in cultured B-cell
derived lines [18]. Hence, we cloned the proximal 645 bp
— a slightly larger region than strictly required — from this
promoter to drive the luciferase gene transcription.

PDX1 overexpression in f-cells highly
transactivates the insulin promoter at high
glucose concentration at 48 h post-transfection

To set up the conditions of transfection and
overexpression of the ParaHox constructs, we first
evaluated the effects of PDX1 on P-cells under high
glucose concentrations, as it is well known that, under
these conditions, PDX1 is able to transactivate the insulin
promoter [19, 20]. However, our preliminary attempts in
transfecting B-cells with PDX1 as a positive control,
analysed after 24 h, resulted in very low levels of
activation (scarcely statistically significant), except in the
transfections with high amounts of the expression
construct (1.8 mg). Moreover, a differential response
between cells grown at high and low glucose
concentration could not be observed, in clear
disagreement to the established PDX1 role in B-cells
(Fig.2). We then surmised that 24 h might be too tight a
time frame to analyse the effect of overexpression of
transcription factors in the p-cell line used in our study.

To determine the post-transfection time needed
to observe the effects of protein overexpression in the
BTC6 cell line, we compared the results of PDXI
overexpression at either 24 h or 48 h post-transfection. As
also depicted in Fig. 2, the results at 48 h agreed
consistently with the reported effects of PDX1 upon the
insulin promoter: at low glucose concentration, there is no
activation (in fact, the excess of PDX1 inhibits very
weakly the promoter), whereas at high glucose
concentration, high transactivation levels were robustly
detected (more than 10 fold), even at low DNA quantities
of the construct expressing the transcription factor.

Taken together, these results confirm that
overexpression of exogenous PDXI1 greatly enhances
transcription from the insulin promoter in f-derived cells
(BTCE cell line), and show that under our conditions, 48
h post-transfection were required to elicit an appropriate
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Figure 2 | Effect of PDX1
overexpression on the
insulin promoter in the
BTC6 cell line at low (0.5
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response to different glucose concentrations. Therefore,
and in order to compare the effects of the overexpression
of all the ParaHox genes, cells were all similarly treated
and harvested at 48 h.

Overexpression of ParaHox genes in the BTC6
cell line.

Given that: i) all the ParaHox genes share similar
homeodomains and thus, may bind to similar target
motifs; i1) some of the ParaHox genes are linked to Pdx1,
retaining the original genomic clustering and potentially
sharing common regulatory elements and, iii) their
unexpected expression in endocrine pancreas (Rosanas et
al., in preparation), we aimed to evaluate the role of the
ParaHox proteins as potential transcriptional regulators
of the insulin gene. To this end, we overexpressed these
proteins in BTC6 cell lines and monitored the activation
of a cotransfected reporter plasmid containing the mouse
insulin II gene promoter (-645 to —1), as aformentioned.
The rationale behind the use of a B-derived cell line being
the complex regulation of the insulin promoter, whose
transactivation is the synergistic result of a combination of
interacting transcription factors, which bind to a series of
closely located cis-regulatory motifs. The transactivation
factors are mainly pancreatic endocrine cell-type specific
and some are activated or produced under high glucose
concentration. Transfection on f-cells allowed us to test
directly the effect of any ParaHox gene in an
environment providing all the necessary partners and
transcription machinery, including endogenous levels of

PDXI. In this context, our positive control, to which we
have referred all transactivation values, is the basal
transactivation level of the luciferase reporter gene driven
by the insulin promoter, obtained without the
overexpression of any transcription factor. The positive
value observed for this control (c+) showed that the
promoter was indeed bound and transactivated by
endogenous protein complexes.

The results are summarised in the histogram
diagrams of Fig. 3. All experiments were consistently
repeated and replicated, and statistical significance of the
observed differences was determined using the Mann-
Whitney test. In summary, GSH1 and GSH2
overexpression resulted in inhibition of the promoter,
more pronounced for GSH2, at high glucose
concentration (Fig. 3), whereas CDX1 and CDX2/3
produced a more significant effect on the insulin
promoter. CDX1, which acted in a glucose-independent
manner, yielded around 2-fold increase in activity at the
highest concentrations (Fig. 3). CDX2/3, instead,
responded differently to glucose concentration, and while
having no statitistically significant effect at low glucose
levels, it was able to transactivate the insulin promoter at
high glucose concentration, in accordance to previous
reports [21]. This effect was particularly observed when
high amounts of the transcription factor construct were
transfected (4.4-fold increase). In contrast, CDX4, which
was also sensitive to glucose levels, produced the reverse
effect to that of CDX2/3. Whereas at a low glucose
concentration CDX4 overexpression did not affect the
basal transcription of the insulin promoter, at high
glucose concentration readily inhibited transcription to
nearly null values in a transcription factor dose-dependent
manner.
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Figure 3 | Effect of ParaHox overexpression (except PDX1) on the insulin promoter in the BTC6 cell line at low (0.5 mM) or high (25
mM) glucose concentration, 48 h post-transfection. The values on the x axis represent the increasing dose (in micrograms) of each
transcription factor expression construct used in the transfections. The y axis represent the arbitrary transactivation values of the insulin
promoter with respect to the positive control (c+), which is considered as 1. c+- positive control (cells transfected with the ~645INS-LUC
construct alone). ¢— - negative control (cells transfected with empty vectors).

Overexpression of ParaHox genes in the aTC1
cell line.

All ParaHox genes are expressed in glucagon-
producing a-cells of the endocrine pancreas, while PDX1
is the only ParaHox expressed in B-cells (Rosanas et al., in
preparation). Taking into consideration these data and
our results in B-cells, we next intended to evaluate the
effects of the overexpression of the ParaHox genes on the
insulin promoter in an o-derived cell line, which, on the
one hand, is of endocrine origin, close to f-cells, sharing
many transcriptional pathways and expressing similar
transcription factors, but which, on the other hand,
respond differently to glucose concentrations. In this
respect, other authors have shown that the insulin
promoter can be activated in a-cells after ectopic
expression of PDX1 under high glucose conditions, thus
demonstrating the presence of the coactivator partners
required for the transcriptional regulation of the insulin
gene [22].

The effects of the ParaHox overexpression on the
regulation of the insulin promoter were assessed by
transient transfections on the aTC1 cell line, similarly to
those performed in BTC6 cells, and the results are
summarised in Fig. 4. Overexpression of PDX1 in a-cells,
at low glucose concentrations, resulted in a very low
activation of the promoter, but only at high doses of the
transcription factor construct (Fig. 4), while at high
glucose concentration, the activation of the promoter
steadily increased in a dose-dependent manner, reaching
around 3-fold increase at the highest amount of
transcription factor construct (Fig. 4). This result shows
that, in the presence of glucose, PDXI1 can transactivate
the insulin promoter in a-cells, albeit at a much lower
efficiency than in P-cells, in accordance to previous
reports [22-24].

Again, GSH1 and GSH2 effects on the insulin
promoter were not glucose dependent, and as shown for
b-cells, their overexpression did not produce any
remarkable effect on the insulin promoter activity, but for
a general inhibition, which, in the case of GSHI, was
dose-dependent (Fig. 4). CDX1 overexpression did not
result in major changes on the insulin promoter activity,
though at high glucose concentrations and at high
transcription factor production, it weakly increased the
activity from the insulin promoter (Fig. 4). Instead,
CDX2/3 overexpression inhibited the insulin promoter at
low glucose concentrations (Fig. 4). Interestingly, CDX4
again rendered the most unexpected result, as it was
sensitive to glucose concentration and, at high glucose
concentration, highly transactivated the insulin promoter,
reaching 10-fold the value of the control. This effect was
more pronounced at lower transcription factor doses.
Noticeably, the effect of CDX4 overexpression in f-cells

at high glucose concentrations was just the reverse, while
again not producing any effect at low levels of glucose.

DISCUSSION

As already stated, the overexpression of proteins
in higher eukaryotic cells, mainly in mammalian cells, is
highly dependent on mRNA stability and
nucleocytoplasmid export. In this context, our strategy to
include either one genomic or synthetic intron in each
expression construct intended to guarantee the
overexpression of the transcription factor, and not merely
that of its RNA [16, 17].

According to our results, the effects of PDXI1
overexpression on the insulin promoter in the B-derived
cell line, at high glucose concentration, were modest at 24
h post-transfection. However, when cells were harvested
at 48 h post-transfection, the transactivation effect of
PDXI1 over-expression was consistent and reached higher
values, of more than 10-fold that of controls. Therefore,
we set the conditions to assay the effects of overexpression
of the other ParaHox genes in the same cell lines and
using the same insulin-derived promoter construct at 48 h
post-transfection. Most probably, this higher response at
two days, was due to higher time of mRNA production or
high protein stability, which may accumulate and hence,
induce a higher insulin transactivation. Besides, high
PDXI1 production during such a period of time may also
activate, in a positive feedback loop, other interacting
transcription factors that synergistically act upon the
mnsulin promoter [25, 26], thus eliciting a stronger and
robust promoter response [14]. The fact that
overexpression of one single transcription factor, PDXI1,
is sufficient to transactivate the insulin promoter, even
when the binding of other coactivators are required to
promote transcription, suggests that PDX1 may be a
limiting transactivating factor in 3 cells, consistent with its
finely-tuned regulation.

PDX1 was also able to activate the insulin
promoter in a glucose-dependent manner in o cells,
showing that many of the proteins required for
transactivation and regulation of the insulin promoter are
shared between a- and B-cells. However, the effect was
much less pronounced than in $-cells, in accordance to
previous reports [22, 23].

Concerning the rest of the ParaHox genes and
comparing the results on f§ and a cells, in general, and
not unexpectedly, the effects of their overexpression,
either inhibiting or transactivating, are much more
pronounced at high glucose concentration, probably
reflecting the availability of other transcription factors or
coactivators in these cells that respond to glucose
concentration and bind to the insulin promoter. Given
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Figure 4 | Effect of ParaHox overexpression, including PDX1, on the insulin promoter in the aTC1 cell line at low (0.5 mM) or high
(25 mM) glucose concentrations, 48 h post-transfection. The values on the x axis represent the increasing dose (in micrograms) of each
transcription factor expression construct used in the transfections. The y axis represent the arbitrary transactivation values of the insulin
promoter with respect to the positive control (c+), which is considered as 1. c+- positive control (cells transfected with the —645INS-
LUC construct alone). ¢ - negative control (cells transfected with empty vectors).

that all these genes share a very similar homeodomain
sequence, and probably bind similar sequences, our
results are more easily interpreted in the view of
differences in affinity binding and/or partner recruitment.

GSH1 and GSH2 did not appear to affect overtly
the regulation of the insulin promoter, whereas the
overexpression of Cdx proteins resulted in a more
complex regulation pattern. Overall, GSH2
overexpression resulted in an inhibition of this promoter
in 3 cells, depending on the transcription factor dose, but
irrespective of glucose concentration. This inhibitory
effect could be due to its interfering with target
recognition by endogenous factors and/or sequestering of
other endogenous coactivators and main transactivators,
amongst them, PDX1. In fact, homeodomain-containing
transcription factors usually act by assembling into homo-
or hetero-oligomers. Different partners would shift
recognition and affinity among different DNA motifs
[14]. A similar inhibitory effect was observed when
overexpressing GSH1 in a cells, again irrespective of
glucose concentration (although low amounts of the
GSHI1 construct could transactivate very weakly the
insulin promoter).

CDXI1 overexpression did not visibly affect the
transcription from the insulin promoter in a cells, while a
two-fold transactivation response is clearly detected in f§
cells, even at low amounts of transfected construct,
suggesting a conserved ability to recognise and bind
targets at the insulin promoter. The weak transactivation
effect and the fact that is glucose-independent, points to
recruitment of glucose-independent, and probably non-
synergic, transcription factors that are available in f3- but
not in a-cells.

CDX2/3 overexpression renders a different result
in a or P cells, depending on glucose concentration, as in
a cells the insulin promoter is clearly inhibited at low
glucose concentration, whereas it is transactivated in 3
cells at high glucose concentration. These findings suggest
that CDX2/3 binds to some insulin promoter motifs (in
accordance to the reported binding to the A-boxes of the
insulin promoter [21]), resulting in either inhibition or
transactivation, depending on the recruitment and
interaction to other transcription factors, which differ
between these two cell lines. However, the ability to bind
and transactivate the insulin promoter in 3 cells at high
glucose concentration, when compared to that of PDX1,
is moderate and highly dependent on the transcription
factor dose, thus pointing to a reduced affinity for either
the promoter targets or limited synergy with other
required transcription factors.

Remarkably, CDX4 elicited a strong and
completely reverse response compared to that of
CDX2/3 in the two cell lines, or that of PDX1 in 8 cells.
This effect of CDX4 overexpression was highly

dependent on glucose concentration and the cell type. In
B cells, and only at high glucose concentrations, CDX4
strongly inhibited the insulin promoter to null activity. In
contrast, CDX4 transactivated very efficiently (10 fold)
the same promoter in o cells, while not affecting it,
whatsoever, at low glucose concentrations. This effect was
more pronounced at low doses of the transcription factor.
Several scenarios would account for these results. First,
CDX4 may recognise and bind directly one or several
targets in the insulin promoter: in B cells, this binding
would either prevent the binding of the endogenous
transactivation factors, disrupt or sequester activating
protein complexes or single proteins absolutely required
for transactivation of the insulin promoter, or recruit
inhibitory proteins. In this context, as PDXI1 is a limiting
factor in P cells, oligomerisation with excess of CDX4
could effectively deplete the PDX1 endogenous pools.
Conversely, the response that CDX4 elicited in o cells,
again indicated binding to particular motifs and, in this
case, recruitment of a-cell specific transcription factors or
coactivators, thus strongly transactivating the insulin
promoter. In response to high glucose concentration, the
transactivation effect of CDX4 overexpression in o cells
reached the same levels of that of PDX1 in B cells.
However, CDX4 showed a saturating effect at high
transcription factor amounts, which was not observed
with PDXI.

Our results showed that in B cells, no ParaHox
could substitute efficiently PDX1 on the transactivation of
the insulin promoter in response to glucose concentration,
as CDX2/3 was able to do so only at high amounts of
transcription factor construct, and CDXI transactivated
it moderately, but irrespectively of glucose levels. Instead,
if we consider the results on a-cells, CDX4 effectively
transactivates the insulin promoter, providing a strong
response dependent on glucose concentration, remarkably
similar to that of PDX1 in B cells. Given that all ParaHox
genes are expressed in adult pancreas, these results open
new venues to explore a-cell-based therapy regarding
glucose homeostasis.
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1.DISSENY DE CONSTRUCCIONS PER A L’EXPRESSIO DE PROTEINES A CEL.LULES DE
MAMIFER

En Uamplificacio dels gens ParaHox, per tal de clonar-los en vectors d’expressio, es van
utilitzar diferents estrategies segons les dificultats concretes que presentava cada gen. Tots els
gens (a excepcio de Cdx7, que va ser cedit per Peter Gruss) van ser obtinguts per PCR, a partir
de DNA genomic de ratoli. A I’hora de realitzar les construccions, enlloc de clonar-hi el cDNA de
cada factor de transcripcié ParaHox, i tenint en compte que ’eficiéncia de transport i produccio
de proteina recombinant a cél.lules eucariotes esta intimament relacionada a la maduracio de
transcrits, es va decidir incloure, com a minim, un intré en cada construccié d’expressio, bé un
intré propi, bé un intro sintétic afegit al cDNA (le Hir et al. 2003). Aquest requeriment va
dificultar la feina d’amplificacid, ja que en el moment de comencar aquest treball, d’alguns dels
gens no existia la seqiiéncia completa i per tant no en coneixiem la mida dels introns (per
exemple, en el cas dels gens Gsh). Aleshores, vam decidir amplificar per separat els diferents
exons i afegir a la construccid, un intrd sintétic. Altres vegades, com per exemple per Cdx1, la
seqiliéncia codificant estava mal anotada en els bancs de dades i es va observar, per comparacio
de seqiiéncia entre ratoli i huma, que faltaven 443 bp a la regio 5’ de I’ex6 1. En Cdx1 i Cdx4, on
era coneguda la seqiiéncia genomica completa, es va haver d’amplificar els exons 1 per separat,
degut a que les condicions de PCR necessaries per a la seva amplificacié eren diferents que per a
la resta de gen. Aixo era degut a un alt contingut de G i C en la seqiiéncia codificant dels primers
exons que feia imprescindible la utilitzacié de DMSO -un agent desnaturalitzant que disminueix
la probabilitat de formacié d’estructures secundaries transitories en regions riques en G i C- per

a la seva amplificacio.

Un cop realitzades les construccions en els vectors d’expressio, per tal d’observar |’efecte
de la sobreexpressid d’aquests factors de transcripcio sobre la regulacio del promotor del gen de
la insulina, s’amplifica un fragment de 640 bp del promotor i es col.loca davant d’un gen
informatiu de quantificacio facil i molt sensible, com és el gen de la luciferasa. Ha estat descrit
en diversos articles, que una regié d’aproximadament 400 bp a 5’ del gen de la insulina és
necessari i suficient per a la transcripcié en cél.lula Bo(Petersen et al. 1994); (German et al.
1995). La rad per la qual el nostre fragment amplificat és més gran, és per estratégies de

clonatge.

S’utilitza BluescriptSK com a vector per a la clonaci6 intermédia de tots els gens abans de
clonar-los en el vector d’expressio pcDNA3 (Invitrogen). El vector pGL3-BasicVector, amb el gen
reporter de la luciferasa, s’usa com a reporter per al promotor de la insulina, el pSV-B-
GalactosidaseVector (Promega) com a control per a les transfeccions i el pIRESneo (Clontech) per
a 'obtencié de Uintré sintétic. Per a la preparacio de tots els vectors d’expressio s’utilitza el
Plasmid Midi Kit de QIAGEN.
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2.CLONATGE DELS cDNAs/DNAs

Com a condicions estandar els encebadors per a I’amplificacié (PCR) s’utilitzaren a una
concentracio de 0’2 pM, 1’5 pM de MgCl, i Uenzim Taq High Fidelity (Roche). A continuacio es
detallen, per a cada gen, la seqiiéncia dels encebadors i Uestrategia especifica utilitzada per
amplificar i clonar cadascun dels factors de transcripcio.

P Synthetic poly(A) signal /
Amp' transcriptional pause site
Nfor background reduction)
: Kpn | 5
1 ori i%c ‘I 7
Smal . lu 15
Nhe |l 21
. pGL3-Basic AR
on gl‘y?‘l‘ 32
g 36
Hind 1l |53
Vector
2010 [ Sall 4818b luc+
2004 BimH | ( p) Narl 121
SV40 late poly(A) signal /
(for fuc+ reporter)
Hpal 1902
* There is an ATG A-150228 Xbal 1742
ofhe xbal ste, Bsml
B%/ T Nry
13 " (a0g)
Hind Il 414
Th
SV40 Promater
MCS and Enhancer
(909-974)
EcoR 16815
IRESneo Byl (1183 pSV-[3-Galactosidase! | |
Y . |
53 Kb Vector |
(5. ) IRes (6820bp) /
polyA  Neo' fmp EcoR 13701
Small (1885) ‘K\“‘r BamH | 4151 3
— Sal | 4183 2
Pst14173 ]
Xhol
(3001) Xbal

(2723)

Fig.1 Representacio grafica de tots els vectors originals i modificats utilitzats per a la clonacié de
les construccions utilitzades per als experiments de transfeccio. Imatges obtingudes de les diferents
pagines webs de les cases comercials. PcDNA3 (Invitrogen), pGL3-Basic Vector (Promega), pIRESneo
(Clontech) i pSV-B-Galactosidase Vector (Promega).

2.1.Promotor de la insulina

Es va amplificar per PCR un fragment de 646 bp del promotor del gen de la insulina a
partir del nucleotid -1, que contenia tots els elements reguladors descrits per a la transcripcio
d’aquest gen a cél.lules B (Petersen et al. 1994). La PCR de dos passos incloia 20 segons de

desnaturalitzacio a 94°C i una temperatura d’hibridacio de 68°C durant un minut, durant 35
cicles. Els encebadors utilitzats foren:
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InsF: 5’ GCTCTAGAAGTGCCTTGCTGCCTGAATTCTG 3’ amb una diana Xbal.

InsR: 5’'GAAGATCTGTTGAAACAATAACCTGGAAGATAG 3’ amb una diana Bglll.

El fragment amplificat i digerit amb els dos enzims esmentats, fou clonat en un vector

pGL3 digerit per Nhel i Bglll.

2.2.Pdx1

Es va amplificar per PCR un

fragment de 5’5 Kb a partir de DNA
genomic de ratoli (Clontech), que
contenia els dos exons del gen i el

corresponent intré. La PCR constava de

10 cicles amb 20 segons de

410 bp

>
340 bp

A

5,5 Kb

v

desnaturalitzaci6 a 94°C, un minut

d’hibridacié a 64°C i 5 min d’elongacid a

Figura 2. Construccio de Pdx1.

72°C; 35 cicles més amb igual temperatura i temps de desnaturalitzacio i 5 min finals

d’anellament i alhora elongacio a 68°C. Els encebadors utilitzats foren:

bIPF1F: 5’ AGTGCCGGCTGCCACCATGAA 3’

bIPF1R: 5’ TCACCGGGGTTCCTGCGGTCG 3’

El fragment fou clonat en un pBluescript SK digerit amb Smal i desfosforilat, i fou alliberat

d’aquest plasmidi digerint amb EcoRV/Notl i clonat en un vector pcDNA3, préviament digerit

amb els mateixos enzims (Fig. 2).

2.3.Cdx1

Part de U'ex6 1 va ser amplificat a
partir de DNA genomic de ratoli (Clontech),
amb una PCR de 35 cicles, amb 30 segons
de desnaturalitzaci6 a 94°C, 30 segons
d’anellament a 60°C i un minut d’elongacio
a 72°C, amb un 5% de DMSO. Els encebadors

utilitzats foren:

Acc III Acc III
— A
\ E1l ' E1l E2§ E3
> — > —>
320 bp 374 bp 146 bp 216 bp
Acc III
E1l ] E2§ E3
—
443 bp

Figura 3. Construccioé de Cdx1

443X1F: 5’ CCCAAGCTTATGTACGTGGGCTATGTGCTGG 3’ (Hindlll)

20onCDX1R: 5’ CGCTGCCACCGCCGCCTG 3

105



Annex |

L’ex0 2 i ’exd 3 van ser amplificats amb una PCR de 40 cicles que constava de 20 segons
de desnaturalitxzacio a 94°C i un minut d’anellament i elongacié a 65°C, a partir d’un plasmid

que contenia ’exd 2 i 3 (cedit per Peter Gruss). Els encebadors utilitzats van ser:
12X1F: 5’ GTAAGACCCGAACCAAGGACAA 3
I2X1R: 5’ GCGGATCCCTAGGGTAGAAACTCCTCCTTG 3’ (BamHI).

Els dos fragments van ser digerits per una diana comuna Acclll, lligats i clonats en un
plasmidi préviament digerit Hindlll /BamHI (Fig. 3). Finalment s’afegi un intré sintétic retallat

de pIRESneo i lligat a 'extrem 3’ del gen.

2.4.Cdx2/3

Totes les amplificacions es van fer
Bgl IT Bgl IT

a partir de DNA genomic de ratoli E1 I | E E3

(Clontech). L’ex6 1, més part de Uintro

1 corresponent a un fragment de 2830

2830 bp 3192 bp

bp, va ser amplificat amb una PCR de 35

cicles, amb 30 segons de

desnaturalitzacio a 94°C, 30 segons E1 e E3
d’anellament a 60°C i 3 minuts

d’elongacié a 72°C. A la PCR s’afegi un

550 bp 145 bp 250 bp

5% de DMSO. Aquest exo6 va haver de ser

amplificat per separat, perqué era molt  Figura 4. Construccio de Cdx2/3.
ric en G i C i no era possible amplificar-

lo a les mateixes condicions que la resta del gen. Els encebadors utilitzats van ser:
CDX2F: 5’ CCCAAGCTTATGTACGTGAGCTACCTTCTGG 3’ (Hindlll)
RCDX2Bg: 5’ AGTGCCTAGTTGAACAAGGAG 3’

L’ex0 2 -intr6 2 -ex6 3 restants, corresponents a un fragment de 3192 bp, van ser
amplificats en una PCR de dos passos i 40 cicles, amb una temperatura de desnaturalitzacié de
94°C durant 30 segons i una temperatura d’anellament i elongacié de 68°C durant 3 minuts. Els

encebadors utilitzats van ser:
FCDX2Bg: 5’ CGGGGCCTTAAACCCTGG 3
bCDX2R: 5’ ACGCGTCGACAGACCACGGGAGGGGTCACTG 3’ (Sall)

Els dos fragments amplificats tenin una diana Bglll Unica per a tot el gen, de manera que
les dues bandes es digeriren amb Bglll i ’enzim corresponent (Hindlll o BamHI) i aixi es van lligar

en el vector pcDNA3, digerit amb els mateixos enzims (Fig. 4).
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2.5.Cdx4

S’amplifica per PCR un fragment de 500 bp corresponent a ’ex6 1. En aquest cas, igual
que per Cdx2/3, ’exo 1 va haver de ser amplificat per separat, perque era molt ricen GiCino
era possible amplificar-lo a les mateixes condicions que la resta del gen. La PCR constava de 10
cicles inicials amb una temperatura de desnaturalitzacié de 94°C durant 20 segons, 1 minut
d’hibridacié a 62°C i 20 segons més d’elongacio a 72°C, seguidament 30 cicles més amb la
mateixa temperatura i temps de desnaturalitzaci6 i 1 minut d’hibridaci6 a 68°C. Els encebadors

utilitzats foren:
CDX4F: 5’ CCCAAGCTTATGTATGGAAGCTGCCTTTTAGAAA 3’ (Hindlll)

CDX4R: 5’ CATGCATGCCGTCCGTCACCTGCACAGTTTTGC 3’ (Sphl)

Aquest fragment fou clonat 3’-5’ en un

Sphil vector BluescriptSK digerit amb Smal i

desfosforilat. Posteriorment, aquest plasmidi
E1 E E3 ilat. i , aquest p idi
~ es va digerir amb Sphl, fet rom amb la

teécnica cut back i digerit amb EcoRl, i es

500 bp 1,6 Kb procedi a lligar-lo amb el fragment que
contenia un tros 'exo 1, Uintré 2, i Uexo 2,
3 5
= ‘ previament digerit amb EcoRI. S’amplifica
E3 2 E1l .
per PCR el fragment de 1’6 Kb que contenia

Uex6 2, LUintr6 2 i Uexd3, clonat

independentment. La PCR de 45 cicles

constava de 20 segons de desnaturalitzacio6 a
94°C, 30 segons d’hibridacio a 62°C i 2

Figura 5. Construccio de Cdx4

minuts d’elongacio a 72°C. Els encebadors foren:
I2X4F: 5’ GGAAAACCAGGACAAAAGAAAAGTA 3’
I2X4R: 5’ CGGAATTCTCATTCAGAAACTATGACCTGCT 3’ (EcoRl)

Un cop es va obtenir el fragment sencer, es va alliberar del vector Bluescript digerint per

Hindlll/EcoRlI i es va clonar en el vector pcDNA3 (Fig. 5). O
P—
\ E1 ' i2 ‘
2.6.Gsh1 - ', «—
480 bp 380 bp
Tan Gsh1 com Gsh2 van ser amplificats a partir de -
DNA genomic, pero els dos exons van haver de ser
amplificats per separat perqué no disposavem de la 2
seqliencia intronica. L’ex61 de Gsh1 corresponent a un
fragment de 411 bp va ser amplificat en una PCR de 35 Pemt
cicles, amb una temperatura de desnaturalitzacio de 94 °C E1 | 2
durant 30 segons, 30 segons més d’hibridaci6 a 55°C i

Figura 6. Construccié de Gsh1.
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finalment, 30 segons d’elongacid a 72°C. Els encebadors utilitzats foren:
bGSH1F: 5’ CCCAAGCTTAGCCATGCCGCGCTCCTTCC 3’
2E1H1R: 5’ GCAGTGAAACTGTCTGGGATCC 3’

L’ex0 2 corresponent a un fragment de 350 bp va ser amplificat amb una PCR de 45 cicles,
amb una temperatura de desnaturalitzacié de 94°C durant 30 segons, 30 segons més d’hibridaci6 a

55°C i 30 segons d’elongacio a 72°C. Els encebadors utilitzats foren:
SolH1F: 5/ TGCATCTCTGTGGACAGCAGCTCGAAC 3’
EcoH1R: 5’ CGGAATTCAAGGCGCACCTACGGAGTGAC 3’ (Hindlll)

Un cop es va tenir aquest fragment clonat en un plasmidi BluescriptSK digerit amb Smal
desfosforilat, es va fer una altra PCR per allargar aquest fragment per l’extrem 5’ fins arribar a
una diana BamHI que es troba en ’exdé1. La PCR fou exactament la mateixa que ’anterior amb

’encebador:
newH1F: 5/ CCGGATCCCAGACAGTTTCACTGCATCTCTGTGGACAGCAGCTCG 3’

(BamHl). El fragment de 'exd 1 es va digerir amb Hindlll/BamHI i el fragment de 'ex6 2
amb BamHI/EcoRIl i aixo es va lligar juntament amb vector pcDNA3.1 digerit Hindlll/EcoRI.
Finalment s’afegi un intrd sintétic retallat del pIRESneo (Nsil, cut back, EcoRl) i lligat a I’extrem
3’ del gen (Fig. 6).

2.7.Gsh2
L’ex0 1 corresponent a un fragment de 580 bp va
ser amplificat amb una PCR de 35 cicles, amb una | E1 @
temperatura de desnaturalitzacié de 94°C i 30 segons,
+—> +—>
30 segons d’anellament a 65°C i un minut d’elongacio 580 bp 320 bp

a72°C. Per fer la PCR es va afegir un 5% de DMSO, ja que

, . . Figura 7. Construccié de Gsh2.
aquest ex6 era molt ric en C i G. Els encebadors

utilitzats van ser:
bGSH2F: 5’ CCCGAAGCTTCAAGCCATCCATCGACATGTC 3’ (Hindlll)
2E1G2R: 5’ CCCATGGAGAGGCAGTGGAATC 3’

L’ex0 2 de Gsh2 corresponent a un fragment de 320 bp va ser amplificat amb una PCR de
dos passos i 35 cicles, amb una temperatura de desnaturalitzacié de 94°C durant 30 segons i una

temperatura d’anellament i elongacié de 68°C durant 2 minuts. Els encebadors utilitzats van ser:
FGSH2in: 5’ AGGCTCCGATACCAGCCAGGT 3’
bGSH2R: 5’ CGGGATCCAGGAGCCTCTGCCTTTACAAG 3’ (BamHlI)

Un altim pas permet la reconstitucio dels dos exons i clonar-los en el vector d’expressio
pcDNA3 digerit Hindlll/BamHI i seguidament afegir-hi un intro sintétic retallat del pIRESheo amb
els enzims BamHI/Apal, clonat al 3’ del gen (Fig. 7).
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Discussio general

1.HOX | PARAHOX

El gen IPF1 forma part del complex génic de gens amb homeobox denominat complex
ParaHox, format pels gens de la familia Gsh, IPF i Cdx. L’organitzacio en complexs génics pot ser
degut a l’existéncia de mecanismes de regulacio general de tot el complex, que fan que els gens
que lintegren hagin d’estar fisicament adjacents en el cromosoma. L’exemple més clar el
mostren els complexs genics Hox (quatre complexs en mamifers), on existeixen mecanismes de
regulaci6 compartits entre els diferents gens Hox (Duboule 1998). Com s’esmenta en la
introduccid, un altre fenomen que pot forcar la disposicio en cluster és la colinearitat temporal,
que fa referéncia a l’expressio ordenada en el temps dels membres del complex (els gens del
complex Hox, situats a més 3’, s’expressen en territoris més anteriors de ’embrio i ho fan abans
en el desenvolupament que els gens situats a més 5’) (Wada et al. 1999). Per tant, aquest

manteniment de [’agrupacio dels gens és necessari per a la seva correcta expressio.

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de . ,
un descompresor Photo - JPEG. Figura 1. Fotografia del

cefalocordat amfiox: a sobre, la
femella i a sota, el mascle. Extret
(Minguillon et al. 2002)

La disposicio en cluster del complex ParaHox va ser descrita inicialment en el cefalocordat
amfiox (Brooke et al. 1998). L’amfiox pertany al Phylum dels Chordata, que comprén els
Subphyla dels Urochordata (Tunicata), Cephalochordata (amfiox) i el dels Vertebrata. Els adults
mostren moltes qualitats intermedies entre les d’invertebrats i de vertebrats, per aixo s’ha dit
d’ells que podrien representar el descendent viu més similar a l’ancestre dels vertebrats. La
visio actual, ampliament acceptada, sobre la seva localitzacio filogenética classifica els
cefalocordats com a grup germa dels vertebrats (Cameron et al. 2000). Aquesta posicio situa la
divergéncia de l’amfiox just abans dels dos fenomens de duplicacions genomiques que es creu
gue van tenir lloc a la base de !"evolucio dels vertebrats (Furlong and Holland 2002). El que esta
clar és que per a la majoria de families géniques, trobem més representants en el genoma dels
vertebrats que en el genoma de ’amfiox. Aixi doncs, s’ha anomenat el genoma de ’amfiox com
a arquetipic (semblant, pero més senzill, almenys pel que fa referéncia al nombre de gens) en
comparacio al dels vertebrats (Garcia-Fernandez and Holland 1994). Per aquesta rad, les sondes
que es van utilitzar per als crivellatges a la genoteca de cDNA de pancrees, van ser inicialment
obtingudes de la regi6 de |’homeobox del gen Xlox de |’amfiox, proortoleg de tots els putatius

gens Pdx de vertebrats.
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L’analisi dels complexs Hox en ’amfiox fou central per a la hipotesi, acceptada avui en
dia, que els vertebrats es van originar gracies a dues fases de duplicacions genomiques a gran
escala. Si tenim en compte que el complex ParaHox és el paraleg evolutiu del complex Hox, és
logic pensar que el gen Xlox d’amfiox és molt similar a l’ancestre del gen IPF1 (Pdx) huma i que,
per tant, els possibles Pdx duplicats serien més semblants a ’ancestre d’amfiox que no entre
ells, ja que durant U'evolucio, haurien seguit camins evolutius diferents en anar acumulant

mutacions diferencialment.

Moltes regions del genoma estan “repetides”, amb gran nombre de gens duplicats, i son
parcialment redundants en la seva funcid. Es va analitzar la localitzacié cromosomica de tots els
gens ParaHox descrits en el genoma huma i de ratoli i es va hipotetitzar que havien existit
inicialment fins a quatre complexs ParaHox en el genoma de vertebrats i que cap d’ells havia
estat caracteritzat en la seva totalitat. La sinténia en aquestes regions, tant en ratoli com en
’home, s’extén com a minim a diversos altres gens (receptors tirosina cinasa, factors d’iniciacio
de la transcripcio, proteines ribosomals, gens de la col.lagena, proteines de gap-junction, etc...).
Aixi les duplicacions que haurien donat lloc a aquestes regions sinténiques haurien inclos tot el
complex ParaHox (i, per tant, al gen Pdx7), que s’hauria duplicat fins originar fins a quatre

complexs ParaHox, i consequentment, fins a quatre putatius gens del tipus Pdx.

No esta massa clar com dues o més copies d’un gen duplicat poden passar d’un estat en
gue son totalment redundants (per tant les copies poden ser prescindibles o fins i tot deleteries
degut a "excés de dosi génica), a una situacio estable en qué les dues copies es mantenen per
seleccio natural. S’han proposat quatre vies alternatives després d’un fenomen de duplicacio
(Lynch and Conery 2000):

i) la no-funcionalitzacié, on una de les copies es silencia per mutacions

degeneratives (de manca de funcio).

ii)  la neofuncionalitzacié, on una de les copies adquireix una nova funcié (que

sera mantinguda per seleccio natural) i l’altra manté la funcio original.

ifi) la subfuncionalitzacido, on ambdues copies acumulen mutacions
degeneratives a les regions reguladores que fan que només la suma de les funcions
d’ambdues sigui igual a la funcio original i, per tant, es fa necessari el manteniment
d’ambdues copies al genoma. Aquesta hipotesi és coneguda com a DDC (duplicacio-

degeneracio-complementacio).

iv)  també és possible una combinacio entre el segon i el tercer mecanisme. Si
tenim en compte les funcions que realitzen els diferents gens del complex ParaHox en
els vertebrats, sembla possible que el manteniment dels gens duplicats pugui ser degut a

una combinacioé de neofuncionalitzacio i subfuncionalitzacio.

Es conegut que en vertebrats, com ara humans i ratoli, la majoria de membres d’una
determinada familia génica originada pels processos de duplicacié tenen funcions molt similars

0, com a minim, parcialment solapades. Aquesta redundancia és encara més evident als gens

112



Discussio general

Hox, donat que es troben en complexs genics on l’expressio dels gens és coordinada. Els nous
gens Pdx haurien format part del complex ParaHox, pressumptament amb expressio també
coordinada dels seus membres i, per tant, probablement haurien tingut un patré d’expressio i
una funcid similar al gen Pdx1. De fet en el cas dels gens ParaHox també son observables algunes

funcions redundants entre membres de la mateixa familia génica:

Els gens Cdx s’expressen a la regid6 més caudal de U’embri6o. Fins al moment de la
realitzacio d’aquest treball, es creia que Cdx4 s’expressava només durant el desenvolupament
embrionari (Gamer and Wright 1993); Cdx1 i Cdx2 s’expressen durant el desenvolupament
embrionari especificant l’eix antero-posterior de U’embrié (revisat a (Lohnes 2003)) i en el
desenvolupament de Uintesti (Silberg et al. 1997). En U’adult també tenen regions d’expressio i
funcions parcialment solapades (Chawengsaksophak et al. 1997). Tots dos estan implicats en la
diferenciacio i proliferacié de lUintesti i en el manteniment del seu estat diferenciat (Cdx1
activant la proliferacié i Cdx2 inhibint Cdx1 i, per tant, la proliferacio), (Lorentz et al. 1997). Pel
que fa als gens Gsh, aquests s’expressen durant el desenvolupament del sistema nervios central:
Gsh1 amb funcions a la glandula pituitaria (Li et al. 1996) i Gsh2 en ’especificacié del bulb
olfactori (Hsieh-Li et al. 1995). L’observacio d’aquestes funcions parcialment redundants en gens
de la mateixa familia va ser una altra de les raons que van portar a hipotetitzar que, si el gen
Pdx s’havia duplicat, les seves copies podien haver mantingut funcions parcialment redundants i
que, per tant, possiblement els gens duplicats poguessin estar implicats en la regulacio del gen
de la insulina o en el manteniment de ’homeostasi de la glucosa en |’organisme i/o0 en el

desenvolupament del pancrees.

Aquestes regions d’expressio del cluster ParaHox també feien pensar en el manteniment
d’una certa colinearitat espacial, en la necessitat de mantenir el cluster i, aixi, en la possible
existéncia de nous gens Pdx en el genoma. Aquesta afirmacié podria ser posada en dubte si
tenim en compte que, tot i que Cdx i Pdx s’expressen en regions endodérmiques, els dos gens
Gsh s’expressen en regions ectodérmiques, tot i que darrerament, ha estat proposat que
’expressié ectodérmica de Gsh sigui derivada i que, originariament, s’expressés en regions
anteriors de ’endoderm mantenint, aixi, la colinearitat espacial (Ferrier and Holland 2001);
(Ferrier and Holland 2002).

2.A LA CERCA D’IPF2

Una altra dada que es va tenir en compte a [’hora de formular la hipotesi de treball és que
el pancrees endocri és una innovacio evolutiva dels vertebrats, ja que els invertebrats no tenen
pancrees diferenciat, pero si que presenten cél.lules secretores d’hormones en Uepiteli
intestinal. L’amfiox poseeix un Unic gen Pdx, i un Unic gen de la insulina (ILP, Insulin-like-
peptide). El gen Pdx de l’amfiox es transcriu en Uepiteli intestinal durant el desenvolupament
embrionari, en el mateix territori en el que es transcriu el gen ILP. Ambdos gens es mantenen

actius en el mateix territori en ’adult. Aixo suggereix que Pdx activa ILP. Per tant, la capacitat
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d’activacié de Pdx sobre el gen de la insulina és una caracteristica antiga, anterior a les
duplicacions géniques dels vertebrats (Holland P et al. 1997). Aixo apuntava de nou a que els
possibles nous gens Pdx resultants dels processos de duplicacio serien capacos d’activar el gen de
la insulina o els IGF (Peshavaria et al. 1997), donat que les caixes homeotiques (responsables de
’especificitat d’unio al DNA) dels gens duplicats han de ser molt similars (tal i com passa amb

els altres gens ParaHox i Hox).

El gen Pdx1, a part de ser el factor de transcripcio clau en la regulacio del gen de la
insulina, també és un factor determinant en el desenvolupament del pancrees (Jonsson et al.
1994). En el ratoli mutant per Pdx7 no es desenvolupa el pancrees, tot i que es formen els
primordis pancreatics. Després, el desenvolupament queda aturat en aquest estadi (Ahlgren et
al. 1996). Aixi doncs, sembla que Pdx7 realitza dues funcions claus. Una, en Uinici del
desenvolupament del pancrees, on existeix un pic d’expressio en E8, moment en qué Pdx1
s’expressa en |’epiteli pancreatic que formara el pancrees. Després el gen es veu regulat a la
baixa i, durant la transicio secundaria, s’expressa a les cél.lules B pancreatiques, regulant el gen
de la insulina (Ohlsson et al. 1993); (Sander et al. 1997). El ratoli mutant condicional per aquest
gen desenvolupa diabetis en no poder activar el gen de la insulina. Vist aquest doble
requeriment de Pdx1, i tenint en compte totes les dades, tant evolutives com moleculars que
s’han anat esmentant, es va inferir que tal vegada el gen Pdx? havia adquirit la funcié de factor
morfogenétic en el desenvolupament del pancrees, i d’aqui el fenotip del ratoli knock-out,
mentre que la resta hauria mantingut la seva capacitat activadora del gen de la insulina, ja

present en el seu predecessor.

En conjunt, amb totes aquestes dades que suggerien U’existéncia de putatius nous gens
Pdx, es va comencar la seva cerca utilitzant, principalment i en paral.lel, les dues técniques
explicades en ’apartat de materials i métodes: PCR amb oligonucleotids degenerats i triatges
sobre una genoteca de cDNA de pancrees huma, mentre, al mateix temps, també s’anaven
realitzant cerques per homologia de seqiiéncia en el Human Genome Working Draft Sequence,
que s’anava completant a mesura que avancava la cerca. Tal com es descriu detalladament en
els resultats, cap de les vies emprades va tenir exit i, finalment la publicacié del genoma huma

va confirmar, malauradament, la no existéncia de gens duplicats de Pdx7 funcionals al genoma.

Aixi doncs, s’infereix, que els possibles gens Pdx resultants de les grans duplicacions a la
base dels vertebrats, no van seguir els camins de neofuncionalitzacié i/o subfuncionalitzacio que
s’havien hipotetitzat, sind que, segurament, van esdevenir copies silenciades o pseudogens que
anaren acumulant mutacions inactivants o delecions al llarg de U’evolucid, fins que la seva

seqiieéncia final va ser absolutament degenerada i no reconeixible per homologia de seqiiéncia.

Es pot concloure que tot i que la hipotesi de treball es cimentava sobre unes bases solides
recolzades tant per les evidéncies moleculars com evolutives que s’han anat detallant, i que la
metodologia de treball va ser ’adequada, la hipotesi sobre Uexisténcia d’altres gens Pdx
funcionals en el genoma va resultar ser negativa i amb la publicacio de la seqiiéncia del genoma

es pot assegurar que no existeixen altres gens Pdx actius en el genoma huma. Aixi doncs, la
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historia evolutiva de les regions que inclouen els gens ParaHox, han quedat definitivament

establertes tal com es descriu en la Figura 2.
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Figura 2. Evolucio i duplicacions del complex ParaHox ancestral, fins als diferents gens
ParaHox que es troben avui en dia en el genoma huma. Els gens amb una creu son els que
s’haurien perdut o haurien degenerat durant ’evolucio6.

3. ANALISI DE L’EXPRESSIO DELS GENS PARAHOX

Com ja queda palés en les dades aportades en la introduccio, la majoria de recerca prévia
en Uestudi de U'expressio i funcié dels gens ParaHox havia estat realitzada a nivell de
desenvolupament embrionari (excepte en el cas del gen Pdx1, a causa de la seva implicacio en la
regulacié del gen de la insulina) (Ohlsson et al. 1993). Les dades que es tenien de la seva
possible expressio i funcio en teixits adults quedaven limitades a estudis sobre Cdx? i Cdx2/3 en
intesti, degut a la seva implicacid en processos tumorogenics i en el manteniment de l'estat
diferenciat i la continua renovacio epitelial, caracteristica d’aquest teixit (Lorentz et al. 1997) i
a estudis sobre Pdx1 i la seva funcio en les cél.lules B pancreatiques (Guz et al. 1995). En aquest

context, es va creure interessant estudiar |’expressio dels gens ParaHox en altres teixits adults.

Es ben conegut que els factors de transcripcid involucrats en processos de
desenvolupament, poden ser reclutats per mantenir o regular 'estat diferenciat de les cél.lules
en U'adult (James et al. 1994). Un clar exemple en son els gens ParaHox acabats d’esmentar.
Aquests gens tenen dues fases d’expressio marcades: una durant el desenvolupament embrionari
i Laltre, ja en U’adult. Cal remarcar, que tot i que ’expressio dels gens amb homeobox es veu
molt reduida cap al final de la vida fetal, alguns d’aquests gens continuen actius durant els
estadis adults en organs que tenen renovacio o remodelament cel.lular com Uintesti, la pell o el
fetge (James and Kazenwadel 1991); (Freund et al. 1998).
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3.1. Expressio dels ParaHox durant el desenvolupament

Sobre un panell de cDNA que representava diferents estadis del desenvolupament
embrionari del ratoli (E7, E11, E15 i E17) es van realitzar RT-PCRs per tal d’analitzar |’expressio

dels gens ParaHox.

L’expressio de Pdx1 es detecta a E11, pero no a E7, d’acord amb els articles previs on es
descriu Uinici de U’expressi6 de Pdx?1 en E8.5, quan comencen a formar-se els primordis
pancreatics (Jonsson et al. 1994). L’expressio de Cdx7 es detecta només en els estadis més
tardans de desenvolupament on, com a minim, estaria implicat en la diferenciacio de Uintesti
(Silberg et al. 1997). L’expressi6 de Cdx4, en canvi, es detecta en els estadis inicials del
desenvolupament i va disminuint a mesura que aquest avanca, d’acord amb la seva funci6 en
estadis temprans del desenvolupament embrionari (revisat a (Lohnes 2003)). L’expressio de
Cdx2/3 es detecta a nivells elevats en tots els estadis analitzats. Es conegut que aquest gen té
un paper determinant en U’especificacio de ’eix A-P i en la diferenciacio de U’epiteli intestinal
(Chawengsaksophak 1997). Els dos gens Gsh tenen un patro d’expressio identic que comenca a
ser detectat en E11; tots dos gens intervenen en el desenvolupament de diferents arees del

sistema nervids central (Li et al. 1996); (Hsieh-Li et al. 1995).

Aixi, tots els gens ParaHox s’expressen durant el desenvolupament embrionari, on
realitzen funcions ja conegudes i on poden estar formant part de complexes xarxes géniques que

intervenen en ’especificacio de territoris o llinatges cel.lulars.

3.2. Expressio dels gens ParaHox en teixits adults

3.2.1. RT-PCRs

Com s’observa en el capitol Il, tots els gens ParaHox s’expressen en diversos teixits adults.
Alguns d’ells, fins i tot, s’expressen de forma quasi ubicua (encara que a nivells baixos) en tots
els teixits analitzats, com és el cas del gen Cdx4, mentre que d’altres, com Gsh1 i Gsh2, ho fan
de forma més restringida. Aixi, els gens del complex ParaHox, a part de les seves funcions durant
el desenvolupament, tindrien papers encara no coneguts, de manteniment o regulacié en teixits
adults. Per exemple, Uexpressid del gen Cdx4, que només havia estat descrita durant el
desenvolupament (Gamer and Wright 1993), també es ddna a diferents nivells en molts teixits
adults, particularment al ronyé on podria estar regulant algun procés metabolic complex del
teixit renal. Cdx1 es detecta a pulmd i a muscle, mentre que Cdx2/3 a fetge i testicles. De fet,
sembla ser que molts gens ParaHox s’expressen a testicle i, a nivells molt baixos, a cervell. Tot i
que Uexpressié a testicle pot semblar poc rellevant a nivell fisiologic, ja que molts gens
s’expressen a nivells basals a cél.lules germinals, I’expressio a cervell pot ser forca interessant si

es demostrés que és especifica de certs tipus cel.lulars o regions concretes.

Finalment, el que es pot inferir d’aquestes dades és que els gens ParaHox poden estar

duent a terme moltes funcions en teixits adults, que encara necessiten ser descrites i que poden
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formar part de complexes xarxes geéniques que regulin la diferenciacié o/i el manteniment de

’estat diferenciat en determinats organs de l’adult.

3.2.2. Hibridacions in situ

Després d’analitzar i ’expressio dels gens ParaHox en diferents teixits adults i tenint en
compte que el nostre grup estava inicialment centrat en la cerca de gens amb homeobox
(IPF/PDX) que poguessin estar implicats en la regulacié del gen de la insulina, es va creure
interessant estudiar [’expressio dels gens ParaHox en el pancrees del ratoli adult. Com s’ha anat
repetint, tant Pdx? com Cdx2/3 tenen un clar paper en la regulaci6 de I’homeostasi de la
glucosa, ja sigui regulant el gen de la insulina en el cas de Pdx1, o regulant el gen del glucagd en
el cas de Cdx2/3 (Jin and Drucker 1996). Tots els gens ParaHox actuen com a factors de
transcripcio, unint-se al promotor dels gens que regulen a través del seu homeodomini. Ja ha
estat descrit anteriorment, que altres gens amb homeobox, com Lmx1 (Karlsson et al. 1990),

poden substituir la funcio de Pdx1 en la transactivacié del promotor del gen de la insulina.

Aixi doncs es va hipotetitzar que altres gens ParaHox, l’expressio dels quals encara no
havia estat descrita en pancrees, podien estar-se expressant en aquest organ i duent a terme
funcions implicades en la diferenciacio cel.lular o en el seu manteniment. En aquest context, es
va decidir utilitzar les técniques d’hibridacio in situ, per estudiar I’expressio dels gens ParaHox
en pancrees adult i, aixi, es va poder confirmar ’expressio de tots ells en el pancrees endocri

del ratoli adult.

La hibridacio in situ del gen Pdx1 es va utilitzar com a control positiu. La seva expressio ha
estat ampliament descrita en pancrees, com a factor crucial durant el desenvolupament i més
tard, en Uadult, en el manteniment de ’estat diferenciat de les cél.lules Bopancreatiques
endocrines i en la regulacié de diferents gens en aquestes cél.lules (Edlund 2001). Tal com era

d’esperar, la seva expressio va ser confirmada en el pancrees endocri.

Aleshores, es va procedir a la hibridaci6 in situ sobre talls de pancrees de ratoli adult per
detectar l’expressié de la resta de gens del complex ParaHox. Sorprenentment, tots els gens

ParaHox van donar senyal positiva en les cél.lules del pancrees endocri.

3.2.3. Immunodeteccid

Un cop detectada ’expressio de tots els gens ParaHox en el pancrees endocri, es va
continuar el treball analitzant en quin tipus cel.lular endocri s’expressaven. Ja que l'interés en
la seva expressio en pancrees se centrava principalment en la seva possible implicacié en la
regulacio de I’homeostasi de la glucosa, es va decidir realitzar una doble immunodeteccio -amb
els anticossos anti-insulina (corresponent a cél.lula B) i anti-glucago (corresponent a cél.lula a)-

sobre les hibridacions in situ comentades en ’apartat anterior.

En aquest punt, s’ha de comentar la novetat de combinar aquestes dues técniques, doncs
la majoria d’estudis realitzats en pancrees es basen en una de sola i es tenen poques dades que

tinguin en compte tan ’mRNA com la proteina; el seu analisi conjunt pot aportar informacions
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complementaries i igualment valuoses, per tal d’entendre el funcionament i la regulacié d’un

determinat gen.

La majoria de gens ParaHox s’expressen en cel.lules o

Es realitzaren les dobles immunodeteccions (glucago+insulina) sobre les hibridacions in
situ de tots els gens ParaHox i s’observa (excepte en el cas de Pdx1, que es comentara més tard)
que tots ells s’expressaven en ceél.lules a, ja que el marcatge de la hibridaci6 in situ coincidia

amb la immunodeteccié del glucagé.

Es conegut que Cdx2/3 en les cél.lules ao regula la transcripcio del gen del glucagé unint-
se al seu promotor (Jin and Drucker 1996). No obstant, encara queda per determinar si els altres
gens Cdx i Gsh poden estar directament involucrats en la regulacié de la transcripcio del gen del
glucagd, o participen en ’homeostasi glucago-insulina, o si regulen altres gens no relacionats

amb la produccié d’hormones, com per exemple en el manteniment de ’estat diferenciat.

Recentment, una publicacié sobre el requeriment dels factors de transcripcido HNF en la
diferenciacio dels hepatocits i les cél.lules dels illots pancreatics, describia una complexa xarxa
genica d’interaccions, entre els factors de transcripcié que activen i regulen la majoria de gens
necessaris pel manteniment de ’estat diferenciat (Odom et al. 2004); (Kulkarni and Kahn 2004).
La majoria dels gens diana van sent identificats, pero encara queden molts factors de la xarxa
genica, que actuen a diferents nivells dels loops de regulacié i que encara no es coneixen. Per
tant, en aquest treball s’hipotetitza el paper dels gens ParaHox com a components importants
d’aquestes xarxes geniques, encara que poguessin no trobar-se en una posicié similar a la de

Pdx1 en les cél.lules B.

Tot i que en els ultims anys s’ha avancat molt en la identificacid dels components de la
regulacio transcripcional del pancrees, molts d’ells han estat identificats casualment en estudis
de mutants nuls o knockouts i es veia que afectaven al pancrees. Aixo ha fet, que de molts
d’ells, només se’n conegui una funcié determinada de les multiples que pot arribar a realitzar,
degut a que la informacié que s’obté d’aquests mutants nuls pot estar emmascarant la resta de
possibles funcions que pugui tenir el factor. S’ha de tenir en compte que molts d’aquests factors
de transcripcio implicats en la regulacié del pancrees actuen en diferents estadis (p.ex. en una
onada durant la transicié primaria i, després, reapareixen durant la transicié secundaria, com

seria el cas de Pdx1).

El que sembla evident és que les xarxes geniques que regulen el desenvolupament
pancreatic, especifiquen els diferents llinatges cel.lulars tant endocrins com exocrins. A més, els
processos que modulen l’activitat génica dels factors de transcripcié pancreatics son xarxes molt
complexes on els mateixos components poden actuar a diferents nivells dels loops reguladors, en
diferents estadis i/o combinats amb d’altres factors, per tal de realitzar funcions diferents
depenent del temps i de U'estadi. Els gens ParaHox, tant per la seva condicié de factors de
transcripcio, com per la seva expressio -descrita en aquest treball- en les cél.lules a dels illots

pancreatics, son candidats a tenir en compte dintre d’aquestes xarxes geniques. Un estudi de les
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seves funcions o possibles interaccions seria interessant per tal d’aprofundir en el coneixement

del funcionament pancreatic i en la regulacio de ’homeostasi de la glucosa en l’organisme.

Expressio de Pdx1 en el pancrees endocri

A) Pdx1+GLUCAGO+INSULINA

Era d’esperar que Pdx1, com a factor de transcripcid que regula el gen de la insulina,
tingués una expressio elevada en les cél.lules B endocrines que es troben en el nucli dels illots
pancreatics en el ratoli. El patré d’expressido que es va obtenir al realitzar la hibridacio in situ
amb aquest gen va ser, en certa manera, sorprenent. Malgrat que es detectava marcatge en el
citoplasma de les cél.lules del nucli de Uillot, aquest era més debil que el que s’observava en
algunes cél.lules localitzades a la periféria. Al realitzar la doble immunodeteccio amb els
anticossos anti-insulina i anti-glucagd, el patrd fluorescent coincidia amb l’ampliament descrit
en la literatura: un nucli de cél.lules B productores d’insulina i a la periféeria, les cél.lules o

productores de glucagoé (Bramblett et al. 2000).

Degut a aquests resultats, es va decidir repetir U’hibridacié in situ de Pdx1 amb dues
sondes que cobrien regions diferents del gen, per tal de confirmar que les observacions no fossin
degudes a algun error de metodologia. Aquests resultats es repetiren amb les dues noves sondes.
A partir d’aqui, es van fer cerques bibliografiques per tal de veure si aquests resultats ja havien
estat observats anteriorment i, efectivament, alguns grups ja havien observat aquesta diferencia
entre la localitzacido de ’'mRNA de Pdx1? i la seva proteina (Stoffers et al. 1999), (Miller et al.
1994), (Sharma et al. 1999). A més, s’ha de dir que la majoria d’estudis fets sobre PDX1 han
estat realitzats a nivell de proteina i que existeixen poques dades sobre |’expressio del seu

mRNA. Aquests resultats es discutiran posteriorment, de forma més detallada.

Un altre resultat tampoc esperat que es discuteix també més endevant, va ser el fet que

en algunes cél.lules de la periferia, ’expressié de Pdx1 coincidia amb la produccié de glucagé.
B) Pdx1+PDX1+INSULINA

Per tal d’incidir més detalladament en la localitzacié del mRNA i la proteina de PDX1, es
va realitzar una doble immunodetecido amb els anticossos anti-PDX1 i anti-insulina sobre una
hibridacio in situ amb Pdx71. La insulina era detectada en el citoplasma del que serien les
cél.lules Boomentre que PDX1 es trobava principalment en el nucli d’aquestes. Pel que fa a
’expressié de Pdx1, es continuaven descobrint diferéncies respecte a la localitzacid de la seva
proteina ja que mRNA i la proteina de PDX1 coincidien, pero aquest no sempre colocalitzava
amb la insulina.

Es conegut que Pdx? s’expressa en les cél.lules & dels illots, on regula el gen de la
somatostatina (Miller et al. 1994); aquestes ceél.lules, pero, no produeixen insulina. Per tal
d’esbrinar si aquestes cél.lules corresponien a cél.lules dooes van realitzar dues altres

immunodeteccions.
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B1) Pdx71+PDX1+SOMATOSTATINA Aqui s’observa que en algunes cél.lules PDX1 i

somatostatina colocalitzaven, confirmant aixi, que eren ceél.lules §.

B2) Pdx7+INSULINA+SOMATOSTATINA Aquesta es realitza sobretot, per assegurar que
insulina (B) i somatostatina (8) eren mutuament excloents. D’aquesta manera es va concloure
que aquestes cel.lules amb expressié de Pdx1 i proteina PDX1, perd no insulina, corresponien a

les cél.lules §o

Un altre resultat esmentat durant la discussio és la deteccid, en zones de la periféria de
Uillot, d’una elevada expressio del gen Pdx7, que no sempre coincidia amb la detecccié per
immunofluorescéncia de la seva proteina. Aquesta expressid, que en la majoria de cel.lules es
troba en el citoplasma, es trobava retingut a nucli quan el marcatge es detectava de manera
més evident. Aquests resultats foren confirmats amb la técnica de tincié per DAPI, on els nivells
elevats de mRNA de Pdx1 coincidien amb la fluorescencia blava del marcatge a nuclis. Aquestes
observacions porten a inferir un altre possible procés de regulacio de Pdx71, en aquest cas
posttranscripcional o pretraduccional, com seria el control del transport de mRNA de nucli cap a
citoplasma, regulant aixi la produccio i funcid de PDX1, tal i com passa amb d’altres gens
regulats a multiples nivells (Cole and Saavedra 1997); (Ruvolo et al. 2001); (Hodge DL 2002).

Antecedents de la no correspondéncia de 'mRNA i la proteina PDX1 es troben en els
experiments realitzats per Stoffers i col. (1999), i Miller i col. (1994), on analitzant |’expressio
de Pdx1 en el teixit duodenal adult, observen de manera inesperada, que els nivells de mRNA i
de proteina PDX1 no sempre coincideixen. Mentre que |’expressid detectada de mRNA de Pdx1 és
restringida a la submucosa del duodé, la proteina PDX1 es localitza exclusivament a les cél.lules
epitelials de la mucosa intestinal (Miller et al. 1994); (Stoffers et al. 1999). Aquestes diferéncies
evidents entre l’expressio de Pdx1 a nivell de mRNA i a nivell de proteina, els porten a suggerir
una regulaci6 de Uexpressio del gen Pdx7 a nivell posttranscripcional, probablement com a
resposta a diferents senyals metaboliques. La traduccio podria anar lligada a ’estabilitat del
mRNA, i Uestabilitat de la proteina pot anar lligada al temps de supervivéencia de Uepiteli

intestinal.

S’han descrit observacions similars, durant la regeneracié pancreatica provocada per una
pancreotomia parcial, on els nivells de proteina PDX1 es veuen marcadament augmentats,
mentre que els nivells de mRNA no varien. Aixo els porta, de nou, a suggerir que els canvis
observats en la produccio de la proteina podrien ser deguts a una regulacio de ’expressio del

gen Pdx1 a nivell posttranscripcional (Sharma et al. 1999).

C) Pdx1+GLUCAGO+PDX1

Un altre resultat obtingut en aquest treball, que era interessant d’analitzar més
detalladament, va ser ’observat en realitzar una doble immunodeteccié amb els anticossos anti-
PDX1 i anti-glucago, sobre una hibridacio in situ de Pdx1. Sorprenentment, els tres marcatges
coincidien en algunes cél.lules localitzades, majoritariament, a la periféria dels illots. Aixo

representa que en certes cél.lules o (anomenades segons la produccié de I’hormona del glucago)
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hi ha expressio i producci6 de PDX1. Tot i que alguns autors apunten a un possible paper
inhibidor de PDX1 s’obre U’expressio del gen del glucagd en les cél.lules o (Ritz-Laser et al.
2003), els resultats obtinguts confirmen observacions d’altres autors, que demostren que PDX1
no té cap efecte sobre el glucagdé endogen en aquestes cél.lules (Serup et al. 1996); (Watada et
al. 1996).

Aquest treball descriu "expressio de Pdx7 en totes les cél.lules endocrines pancreatiques
analitzades -a, B i Sooodel ratoli adult. Tal com alguns factors de transcripcio que s’expressen en
un determinat tipus cel.lular poden actuar, bé com a capacitadors (aquest és el cas de
’expressio de PDX1 en les cél.lules precursores pancreatiques -tant endocrines, com exocrines-),
bé com a factors d’especificacio, l’expressio a nivells basals de Pdx7 en totes les cél.lules
endocrines analitzades en el pancrees del ratoli adult pot estar manifestant la seva actuacio com
a factor capacitador per a la renovacio cel.lular endocrina o el manteniment de lidentitat
pancreatica. Fins no fa massa, es creia que el pancrees i, en concret les cél.lules B, no tenien la
capacitat de regenerar i que el nUmero de cél.lules existents en el naixement es mantenia al
llarg de la vida. Tanmateix, sembla ser que la capacitat regenerativa dels illots pancreatics, es
ddéna a una taxa substancial en ’adult (Finegood et al. 1995); (Bonner-Weir 2000), tant per
mecanismes de replicacio (Dor et al. 2004), com transdiferenciacio (Lipsett and Finegood 2002),
com de neogenesi. Tal com es detalla en la introduccio, els mecanismes pels quals es dona
aquesta neogénesi i "origen de les cél.lules progenitores és encara molt controvertit i existeix
diversitat d’opinions entre diferents autors (Zajicek et al. 1990); (Finegood et al. 1995);
(Zulewski et al. 2001); (lanus et al. 2003).

Un dels problemes clau per a la identificacio de les cél.lules progenitores en el pancrees
adult, és la falta de marcadors especifics que defineixin aquestes cél.lules. S’ha proposat la
nestina com a marcador d’aquestes cél.lules progenitores (Lumelsky i col. 2001), mentre la seva
especificitat és posada en dubte per d’altres autors (Lardon et al. 2002); (Selander and Edlund
2002). Tot i que la recerca de factors reguladors implicats en el desenvolupament pancreatic ha
avancat molt durant els Gltims anys, encara queden molts temes per resoldre sobre com els
diferents factors interactuen per formar el programa genétic que controla el desenvolupament
pancreatic i Uespecificacio dels diferents llinatges cel.lulars. Aixi doncs, tenin en compte els
resultats obtinguts en aquest treball, és arriscat definir el tipus cel.lular segons ’expressio d’un
sol factor determinat; ja que tal com fan palés els resultats exposats, un determinat factor de
transcripcio (en aquest cas PDX1) es pot estar expressant en diferents tipus cel.lulars (o, B, 8) i
segons els seus nivells d’expressio i/o les interaccions proteiques que hi formi, podria estar
realitzant funcions diferents i per tant, la seva expressié no definiria el tipus cel.lular. Es a dir,
en comptes d’entendre U'especificacio final d’un determinat llinatge cel.lular com el resultat de
’accio d’uns gens clau especifics, s’entendria com una xarxa de gens actuant en combinacio i en
periodes o finestres de temps definits. El principal seria U’existéncia d’un equilibri de tots
aquests factors que determinaria el llinatge cel.lular i/o la funcié. En el cas de les primeres

cel.lules o que apareixen durant la formacio dels primordis pancreatics, tot i que aquestes
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cél.lules presenten unes caracteristiques (per exemple en el conjunt de gens que expressen)
forca diferents de les que tindran la resta de cel.lules o d’aparicié posterior, aquestes son
anomenades cél.lules o, sense necessitat de definir un nou subtipus cel.lular (Wilson et al.
2002). Amb aixo es vol al.ludir al concepte de llinatge cel.lular com a unitats amb més

plasticitat cel.lular i no tant determinatives.

En resum, la deteccio d’expressio de Pdx1 en cél.lules dels illots productores de glucago,
dona una idea de la importancia del nivell d’expressi6 de cada factor de transcripcié en un
determinat tipus cel.lular per tal de generar una determinada resposta. Aixi, la funcié final
d’una xarxa génica, podria estar definida no tant pels seus components, com pel seu nivell
d’expressio. Les diferents concentracions de factors, provocarien la formacié de complexs
diferents i, per tant, la generacio de respostes igualment diverses. En aquest treball es ressalta
la importancia d’ampliar la informacio que es té dels diferents llinatges cel.lulars que formen els
illots i també dels illots en conjunt, per tal d’estudiar aquests factors reguladors en el seu propi

context i identificar-ne les veritables capacitats i caracteristiques.

Pdx1 podria estar regulat a nivell posttranscripcional i pretraduccional

Les dades aportades per aquest treball afegeixen nova informacid sobre una possible
regulacié postranscripcional/pretraduccional de Pdx1. Aquest procés de regulacio es podria
donar per diferents vies, que s’exposen a continuacid, de manera que podrien ser independents

de la transcripcio.

Un dels models que permetria explicar els resultats que s’exposen seria un procés de
regulacio semblant al que es dona en el cas de IFN-y, en els processos d’inflamacid. Aquest,
presenta un mecanisme de regulacio posttranscripcional que modula ’expressio de mRNA de INF-
v, en les cél.lules NK (natural killer) estimulades per les interleucines-12 (IL-12), a través d’una
retencié nuclear del seu mRNA. Aquesta acumulacid de mRNA continua un cop acabada
activitat transcripcional, fins que es rep un segon estimul provocat per citocines. El segon
estimul provoca un moviment nucleo-citoplasmatic del mRNA independent de la transcripcio,

gue permet una resposta rapida i robusta enfront els processos d’inflamacio (Hodge DL 2002).

En el cas de Pdx1, on també és necessaria una resposta rapida davant de l’augment dels

nivells de glucosa en sang, aquesta resposta es podria donar a diferents nivells:

- com ja s’ha demostrat, a nivell de la transactivacio del promotor de Pdx7. La preséncia
d’elevades concentracions de glucosa augmenta [’activitat transcripcional del promotor del gen
Pdx1. Aquesta activacio es pot donar a través de l’estimulacio -per la glucosa- d’altres factors
com son els membres de la familia HNF, per unir-se al promotor (Campbell and Macfarlane
2002).

- a nivell de 'activacio del gen de la insulina, existeix una resposta rapida a l’augment de
glucosa, duta a terme pel pool de proteina PDX1 que es troba en el citoplasma. Quan la glucosa

arriba a les cel.lules B, es produeix una fosforilacié de PDX1, que és translocada a nucli on actua
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com a factor de transcripcio activant ’expressio del gen de la insulina, unint-se a les caixes A

del seu promotor (Elrick and Docherty 2001).

- addicionalment, a partir dels resultats obtinguts s’hipotetitza que, degut a una
transcripcié massa elevada del gen Pdx1, mRNA sobrant quedés retingut a nucli a ’espera que
fos necessaria més proteina PDX1; aleshores s’activaria el transport de ’mRNA retingut, cap al
citoplasma on es donaria la traduccié. En algunes publicacions s’esmenta que el transport de
mRNA nucli-citoplasma pot dependre de proteines especifiques que es troben a nucli, fent que
interaccié amb aquestes proteines pugui ser el factor limitant (revisat a (Dreyfuss et al. 1993));
(Cole and Saavedra 1997).

Aquesta acumulacio de mRNA de Pdx1 a nucli es podria donar: bé, promovent la retencid
nuclear del mRNA de Pdx1, o bé, estabilitzant-ne les formes nuclears de mRNA. Aquestes dues
vies podrien actuar de forma independent o conjunta, tot i que la retencio nuclear sembla més
plausible, ja que una estabilitzaci6 del mRNA no impediria el seu transport de nucli a
citoplasma. Podria esdevenir-se que una senyal primaria activés la transcripcié de Pdx1 i aquest
mRNA quedés retingut al nucli fins que un segon estimul -probablement la glucosa-, provoqués la
maduracio i el transport del nucli al citoplasma. Aixo permetria una resposta rapida independent

de la transcripcid, posttranscripcional i pretraduccional.

Un altre punt important a tenir en compte, respecte com es pot donar aquesta resposta
coordinada en el conjunt dels illots per tal de regular I’homeostasi de la glucosa, és
l’arquitectura dels illots. Es intuitiu que Uestructura dels illots pot afectar profundament
Uinteraccio entre els diferents tipus cel.lulars i, per tant, la secreci6 hormonal. Canvis en
aquesta estructura provocarien canvis en la secrecio hormonal. La localitzacio especifica de cada
tipus cel.lular en els illots i ordre de la secrecié de les diferents hormones que produeixen,

podrien estar involucrats en la generacio dels diferents estimuls que s’acaben de comentar.

En els illots de Langerhans, igual que en la majoria de glandules endocrines, és necessaria
una bona irrigacio i, per aixo, es localitzen prop de les arteries i les venes. La
microvascularitzacié i la direccié del flux sanguini dels illots ha estat un tema controvertit des
dels anys 70 i s’han proposat diferents models que relacionen el flux sanguini dins dels illots,
amb la localitzacio dels diferents tipus cel.lulars i la seva secreci6 hormonal (Fujita and
Murakami 1973). Cada illot es troba irrigat per diferents arterioles, que penetren dins dels illots i
es divideixen en nombrosos capil.lars. Aquests capil.lars formen gloméruls que irriguen el
conjunt de Uillot, permetent la interaccié adient cél.lula-sang i sang-cél.lula. Aixi, els diferents
tipus cel.lulars que conformen lillot, reben els nutrients, hormones i senyals reguladores
neurohormonals a través de l’endoteli capil.lar, i a través de U'espai intersticial. Si ens fixem en
la localitzacio especifica de cada tipus cel.lular dins Uillot, el patr6 del flux sanguini que l’irriga,
ha de tenir un impacte significatiu sobre la capacitat d’aquestes cél.lules per intercomunicar-se

i, per tant, en la resposta que generen.

Els estudits fets per analitzar com es dona aquest flux sanguini dins els illots observen

diferents patrons de microvascularitzacio, depenent de ’espécie (Murakami et al. 1993). Segons
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aquests estudis, en el ratoli, la rata i el conill, el flux sanguini entraria per la periféria de Uillot i
per tant les primeres cel.lules irrigades serien les cel.lules no-B; posteriorment aquest flux
seguiria cap al nucli de lillot, on irrigaria les cél.lules B. Aixi doncs, les primeres hormones
secretades serien el glucagd, SST i PP. Aquestes hormones inicialment secretades, tindrien un
efecte regulador intra-illot sobre la secrecié d’insulina per les céel.lules B. A la vegada, la
insulina seria secretada, sense afectar la secreci6 dels altres tipus cel.lulars. En d’altres especies
com el caball o el mono, aquest flux sanguini entre pel nucli de lillot i segueix cap a la
periféria. Pero en aquestes espécies, les cél.lules no-p es troben al nucli, mentre que les
cél.lules B es troben a la periféria. Aixi doncs, tal com passa en el ratoli, les hormones
secretades per les cél.lules no-B, tindrien un efecte regulador sobre la secrecid d’insulina de les

cél.lules B (revisat a (Brunicardi et al. 1996)).

En aquest context i combinant totes les dades obtingudes sobre ’expressio dels gens
ParaHox en les cél.lules o en aquest treball, s’hipotetitza que aquests gens puguin intervenir en
la homeostasi de la glucosa: regulant el glucagd, ja sigui unint-se directament al seu promotor,
com és el cas de Cdx2/3, o regulant algun altre factor, que al seu torn estigui implicat en la
regulacio del gen del glucagd. D’aquesta manera, i degut a l’arquitectura especifica descrita en
els illots de ratoli, la regulacio del glucagd, estaria d’alguna manera regulant la secrecid
d’insulina i, per tant, intervenint en el correcte manteniment de ’homeostasi de la glucosa de

’organisme.

Com a conclusid, sembla evident que ’expressio del gen Pdx1 és regulada a molts nivells,
probablement, com a resposta a diferents senyals metaboliques, essent molt més complexa del
que es creia. Per tant, els resultats sobre la regulacio de ’expressio de Pdx1 basats solament en
la producci6 de mRNA o en la detecci6 de la seva proteina han de ser interpretats

cautelosament.

4. PAPER DELS GENS PARAHOX EN LES LiNIES CEL.LULARS oTC1 | BTC6

Quin paper podrien tenir els gens ParaHox en la regulacié del gen de la insulina?

Es va creure interessant analitzar si els gens ParaHox, majoritariament expressats en les
cél.lules o del pancrees del ratoli adult, (excepte Pdx7, que s’expressa principalment en les
cel.lules Bo, podrien intervenir en la regulacié del gen de la insulina. Per tant, es van clonar tots
els gens ParaHox en vectors d’expressio -incloent almenys un intré6 per tal de garantir
’estabilitat del mRNA i el correcte transport nucleo-citoplasmatic (le Hir et al. 2003)- i es va fer
una construccio amb el promotor de la insulina Il de ratoli per tal que controlés l’expressio del
gen reporter de la luciferasa. Es van realitzar cotransfeccions en dues linies cel.lulars diferents:
les BTC6, que son cel.lules B pancreatiques de ratoli i les cel.lules aTC1, que son cel.lules a

pancreatiques, també de ratoli. Les transfeccions es van realitzar a dues concentracions
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diferents de glucosa: a elevada concentracio (25 mM) i a una baixa concentracié (0,5 mM), per
tal de poder tenir en compte ’efecte que aquest nutrient pot tenir sobre els diferents factors.
Es ben conegut que la proteina PDX1, aixi com molts altres elements que formen part del
complex transcripcional del promotor de la insulina, necessita ser fosforilada per efecte de la
glucosa, per tal de poder-se translocar al nucli i activar la transcripcié del gen de la insulina
(Macfarlane et al. 1999).

Per a les transfeccions dels gens ParaHox es van utilitzar cél.lules pooja que és en
aquestes cél.lules on es dona normalment la transcripcio del gen de la insulina i es volia veure si
aquests gens eren capacos de fer una funcio igual o similar a PDX1, unint-se a les caixes A del
promotor de la insulina, regulant-ne la seva transcripcid, ja fos de manera positiva (com en el
cas de PDX1 o CDX2/3) o negativa inhibint-ne la seva activacio, tal com es doéna en el cas de
CDX4 en les cél.lules B (veure més endavant). A més, els treballs de Marshak i col. (1996)
demostren que ni la sobreexpressio de PDX1, ni ’exposicio a elevades concentracions de glucosa
tenen efectes inhibidors sobre la transactivacié del promotor del gen de la insulina en la linia
cel.lular BTC6 (Marshak et al. 1996), suggerint que la repressio observada en d’altres linies
cel.lulars (Seijffers et al. 1999) pot ser deguda a l’existéncia d’un factor que seria limitant en
aquestes linies, pero no en les BTC6. Aixo les feia una linia cel.lular Gtil per veure ’efecte que
podien tenir altres factors de transcripcio ParaHox sobre [’activacio del promotor de la insulina,

sense que el seu efecte quedés emmascarat per falta d’algun factor limitant.

També es van realitzar transfeccions dels gens ParaHox a cél.lules o, ja que a més de ser
les ceél.lules endocrines on s’expressen la majoria de gens ParaHox (tal com es descriu en el
capitol ), i participar activament en el control de ’homeostasi de la glucosa de |’organisme, no
contenen PDX1 endogen pero expressen molts dels factors especifics dels illots, que permeten
’activitat d’un promotor de la insulina exogen quan PDX1 és transfectat en aquestes cél.lules
(Serup et al. 1996). Aquest fet és indicador que en les cél.lules o existeix la maquinaria
necessaria per a formar el complex transcripcional per a ’activacio del promotor del gen de la
insulina i que, per tant, és un sistema molt adient per estudiar la possible funcio que els altres

gens ParaHox poden tenir en la regulacio d’aquest gen.

4.1. PDX1 en BTC6 i aTC1

Les primeres transfeccions van servir per determinar el temps de posttransfeccié necessari
per observar els efectes de la sobrexpressio de la proteina PDX1 en la linia cel.lular BTCé6. Aixi,
es van comparar els resultats obtinguts després de 24 i 48 hores de transfeccio. A 48 hores
s’observava una activacio més elevada del promotor del gen de la insulina que a 24 h. Aquests
resultats podien ser deguts a: i) que el temps de produccio de mRNA fos més gran, ii) que degut
a una elevada estabilitat de la proteina, aquesta s’acumulés i aixi ’activacio fos més elevada,
iii) una resposta indirecta sobre ’activacié del promotor, mitjancant una elevada produccié de

proteina PDX1, que permetés ’activacié o feed back positiu de PDX1 sobre d’altres factors de
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transcripcid que podrien interaccionar de manera sinérgica amb el promotor de la insulina,
produint aixi, una resposta més robusta. Aquests resultats demostraven que eren necessaries 48h
de posttranscripcio per tal d’obtenir una resposta apropiada a les concentracions de glucosa,
com a minim en les linies cel.lulars i condicions utilitzades pel cultiu. Aixi doncs, aquestes

condicions es van extrapolar per a la resta de transfeccions.

L’observacié que la sobreexpressié d’un sol factor de transcripcio, -en aquest cas PDX1-,
sigui suficient per provocar un augment tan elevat de ’activacié del promotor del gen de la
insulina, suggereix que, tot i que d’altres factors activadors siguin requerits per a ’activacio del
promotor, PDX1 seria el factor limitant en les cel.lules BooUn augment en la concentracié de
PDX1 es reflecteix en una elevada activaciéo del promotor, significant que els altres factors
activadors requerits no en limiten la transactivacio i que, per tant, es troben a la cel.lula en

nivells suficients per fer front a un augment de la concentracio de PDX1.

D’altra banda, la transfecci6 de PDX1 en cel.lules aootambé és capac d’activar el
promotor del gen de la insulina de manera depenent de la glucosa, tal com ja havien descrit
altres autors (Serup et al. 1996); (Watada et al. 1996), confirmant que en les cél.lules aTC1

existeix la maquinaria necessaria per transactivar i regular el promotor del gen de la insulina.

4.2.Els altres gens ParaHox a BTC6 i aTC1

L’efecte que provoquen GSH1 i GSH2 sobre la regulacié del gen de la insulina, tant en les
cél.lules aTC1 com BTC6, és molt moderada. GSH2 provoca un efecte d’inhibicié del promotor a
elevades concentracions de glucosa en les cél.lules B, i aquest mateix efecte es detecta en el
cas de GSH1 -encara que de manera menys notoria- en les cél.lules a. Aquest efecte d’inhibicio
es pot donar per diferents vies: bé interferint amb d’altres factors endogens pels llocs d’uni6 o
bé, segrestant factors endogens coactivadors i/0 transactivadors, com podria ser PDX1 en el cas

de les cél.lules B.

CDX1 transfectat en les cel.lules o, no afecta de manera visible |’activitat del promotor
del gen de la insulina, mentre que quan és transfectat en cél.lules B, augmenta 2x la
transactivacio, suggerint una capacitat per reconéixer i unir-se a dianes del promotor del gen de
la insulina. Aquest efecte sobre la transcripcid, que es dona de manera independent de la
concentracio de glucosa en les cél.lules B, podria estar reflectint un reclutament de factors
existents en aquestes ceél.lules, que també podrien estar actuant de manera independentment

de la glucosa.

CDX2/3 no té cap efecte significatiu sobre el promotor del gen de la insulina quan és
transfectat a cél.lules B sense presencia de glucosa i en canvi, a elevades concentracions del
nutrient, transactiva el promotor d’acord amb resultats previs (German et al. 1992). En les
cel.lules o s’observa una inactivacié depenent de dosi en abséncia de glucosa i un efecte no

significatiu en preséncia de glucosa. Aixi, CDX2/3 té un efecte completament diferent sobre la
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regulacio del promotor en les linies cel.lulars oTC1 i PBTC6, resultant en inhibicio o
transactivacid, depenent del reclutament i interaccié amb d’altres factors de transcripcid, que
serien diferents en les dues linies cel.lulars. Aquesta activaci6 moderada del promotor,
comparada amb la que es dona en la transfecciéo de PDX1, suggeriria que tot i la capacitat de
CDX2/3 per unir-se a les caixes A del promotor i transactivar-lo, bé la unié seria menys eficient,
probablement degut a una baixa afinitat per les dianes del promotor o bé, presentaria una

menor accio6 sinérgica amb altres factors requerits per a la formacié del complex de transcripcio.

Aquestes dades indiquen que un mateix factor de transcripcio pot dur a terme funcions
diferents en diferents tipus cel.lulars, ja que la seva funci6 depen d’altres factors de
transcripcio i/o coactivadors, alguns dels quals son especifics de tipus cel.lular i aixo fa que la
formacié del complex necessari per a l’activacido d’un promotor determinat només es pugui
formar de manera eficient en algunes cél.lules. Per exemple, aquest és el cas de [’activacio del

promotor del gen de ’elastasa en les cél.lules exocrines del pancreas (Swift et al. 1998).

En la transfeccio de CDX4 a elevades concentracions de glucosa, s’observa una resposta
inversa a la descrita per CDX2/3 en les dues linies cel.lulars utilitzades, o a PDX1, en les cél.lules
B. Aquesta resposta és depenent del tipus cel.lular i de la concentracié de glucosa. Aixi doncs, a
baixes concentracions de glucosa, no es detecta cap efecte visible sobre la transactivacio del
promotor del gen de la insulina a cap dels dos tipus cel.lulars analitzats; mentre que a elevades
concentracions de glucosa, existeix una forta inhibicid (fins arribar a nivells practicament nuls)
en les cél.lules B i una transactivacio de fins a 10x en les cél.lules o (del tot comparable amb la

obtinguda per PDX1 en les cél.lules B en preséncia de glucosa).

Es poden hipotetitzar diferents escenaris per explicar els resultats obtinguts amb la
transfeccid6 de CDX4 a elevada concentracido de glucosa. La marcada inhibicié observada en
cel.lules B, suggereix la unié de CDX4 a regions cis del promotor del gen de la insulina. Aquesta
inhibicio podria ser deguda a la competéncia de CDX4 amb algun factor endogen pel seu lloc
d’unio6 al promotor, o que CDX4 a 'unir-se al promotor, estigués reclutant proteines d’inhibicio
que provocarien el silenciament de ’activitat del promotor. Aquesta inhibicié6 també podria
estar provocada per la disrupcio i/o segrestament d’una sola proteina o d’un complex proteic
d’activacio, ja que ’homeodomini, a més de ser un domini d’activacio, actua com un domini
d’interaccio proteina-proteina (Ohneda et al. 2000), per tant CDX4 pot unir-se al PDX1 endogen
segrestant-lo. Com ja s’ha esmentat, al ser PDX1 un factor limitant en aquestes ceél.lules,

s’inhibiria ’activitat del promotor.

En el cas de les cél.lules o, sembla evident la uni6 de CDX4 al promotor del gen de la
insulina. Aquesta uni6 provocaria un reclutament de factors de transcripci6 o coactivadors
especifics de cel.lula o, que farien possible ’elevada transactivacio del promotor. Com ja s’ha
esmentat, la transactivacié que es detecta per CDX4 en aquestes cél.lules, és d’un ordre de
magnitud molt semblant al detectat en el cas de PDX1 en les cél.lules B, a la mateixa
concentracid de glucosa. Tot i la similitud en la resposta, CDX4 presenta un efecte de saturacio a

elevades dosis de factor de transcripcié que no s’observa amb PDX1. L’efecte de saturacio podria
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ser la conseqiiéncia d’un excés de CDX4 que segrestaria algun factor (que es trobés a nivells
limitants en les cél.lules o) necessari per la formacié del complexe transcripcional i ’activacio
del promotor (Peers et al. 1994); (Peshavaria et al. 1997). Aixo faria que no es pogués formar el

complex proteic adient en el promotor, per tal de transactivar-lo.

4.3.Formacié de complexs de transactivacio.

Ja ha estat descrit anteriorment que altres proteines amb homeodomini, com les proteines
LMX1.1 i CDX2/3 (German et al. 1992), ISL1 (Karlsson et al. 1990), HNF1 o (Emens et al. 1992),
HMGI(Y) poden activar el minienhancer A/E en cooperacié amb E47 de manera similar a com ho
fa PDX1 (o bé, unint-se a les mateixes dianes que PDX1) (Ohneda et al. 2000). De la mateixa
manera, els resultats obtinguts en aquest treball indiquen que les proteines ParaHox son capages
de regular Uactivitat del promotor del gen de la insulina, ja sigui unint-se directament a la caixa
A, on s’uneix PDX1 i/o per unid i cooperaci6 amb algun altre element present en aquestes
cél.lules. Entre aquests, hi ha les proteines bHLH, amb les que podrien actuar de forma sinergica
(de manera semblant a com ho fa PDX1) per tal de regular el promotor de forma positiva o
negativa. Aixi doncs, la majoria de factors de transcripcié actuen formant complexs de dues
maneres: bé, formant heteromers, que permeten la uni6 amb una determinada diana (aquest
seria ’exemple de les proteines bHLH, que formen un heterodimer per tal d’unir-se a les caixes
E) o bé, per interaccio sinérgica entre els complexs que es troben en diferents caixes (seria el
cas de la sinérgia que es dona entre els elements del minienhancer E/A) (German et al. 1992).
Els elements que formen aquests complexs poden ser: proteines d’expressio ubicua o
generalitzada (com és E47) o proteines d’expressio especifica (com BETA2/NeuroD). Les
proteines d’expressio especifica de teixit, son les que donen especificitat en la formacio del

complex, ja que aquest només es formara en el teixit que expressi la proteina.

La capacitat que tenen altres factors amb homeodomini (com els codificats pels gens
ParaHox) per substituir la funcié de PDX1 en la formacié del complex d’activacio en el promotor
de la insulina (Rudnick et al. 1994), pot explicar U'observacido que les cel.lules B continuen
expressant insulina quan Pdx1 és delecionat pel sistema Cre/loxP (Ahlgren et al. 1998). Aquesta
redundancia també explicaria els nivells relativament alts d’insulina que es troben en les
cél.lules B humanes NES2Y, que no expressen Pdx1 (Macfarlane et al. 1997), aixi com les
concentracions sostingudes d’insulina quan U'expressio de Pdx7 es veu reduida en les cél.lules
B utilitzant el métode de RNA antisentit (Kajimoto et al. 1997). Un altre exemple es dona per la
presencia d’insulina en les cel.lules B de la rata de sorra Psamonys obeseus, que no presenta
PDX1 en els illots del ratoli nounat i adult (Leibowitz et al. 2001).

Tal com queda palés en els resultats obtinguts en els experiments de transfeccio realitzats
en aquest treball, juntament amb estudis sobre la formacié del complex transcripcional del
promotor del gen de la insulina (en els que es determina la combinacié i els nivells de factors de

transcripcio requerits per a ’activacio del promotor en les cél.lules B pancreatiques), les
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diferents concentracions i les possibles combinacions dels mateixos factors de transcripcié poden
donar respostes molt diferents als mateixos estimuls. Aixi, segons els nivells de factors de
transcripcio, es formarien diferents complexos transcripcionals, que podrien funcionar com

activadors en un determinat tipus cel.lular i com a inhibidors en un altre.

En aquest context, ’expressio restringida a cél.lula B de la insulina, semblaria a priori
deguda a que les interaccions entre les proteines que formen el complex transcripcional fossin
altament especifiques i que, per tant, proteines diferents que es trobessin en altres cél.lules no
poguessin substituir aquestes interaccions. Per tant, si manqués qualsevol de les proteines que
formen el complex, la transcripcié del gen de la insulina estaria silenciada. Devant |’observacio
que cap d’aquestes prediccions és completament certa, Ohneda i German (2000) proposen una
formacié del complex transcripcional més elastica i versatil, on molts dels factors podrien estar
capacitant la formacio del complex, pero molts d’ells podrien ser reemplacats per d’altres
factors, encara que potser les interaccions sinergiques entre ells no fossin tan eficients o, fins i
tot, inexistents. En resum, les concentracions de factors en la cél.lula, serien per tant, de vital
importancia. L’excés d’un determinat element podria estar-ne segrestant un altre, que si es
trobés en concentracions limitants, no podria formar el complex i, per tant, la transcripcid

quedaria silenciada (Ohneda et al. 2000).

Un altre punt a tenir en compte a ’hora d’interpretar els resultats obtinguts en ’analisi
de Uexpressio dels gens ParaHox en aquestes dues linies cel.lulars pancreatiques endocrines és el
promotor utilitzat a ’hora de fer la construccié del promotor de la insulina amb el gen reporter
de la luciferasa. En rosegadors, tant ratolins com rata, existeixen dos gens no-al.lélics del gen de
la insulina (Davies et al. 1994); (Duvillie et al. 1998); (Soares et al. 1985). El gen | és un derivat
d’un retropseudogen processat que, excepcionalment, ha conservat funcio. En canvi, els gens de
la insulina Il de rata i ratoli serien els ortolegs del gen de la insulina huma. Per tant, es va
amplificar el promotor de la insulina Il de ratoli, que esta organitzat en 3 exons i dos introns i es
troba al cromosoma 7. S’ha descrit que un fragment de -340 bp del promotor del gen la insulina
huma (Petersen et al. 1994) i un fragment d’aproximadament -600 bp del promotor del gen de la
insulina Il de rata (Hanahan 1985), contenen tots els dominis o elements reguladors de la
transcripcio del gen que responen a les senyals fisiologiques a cél.lules B. Basant-nos en
’alineament de les seqiiéncies disponibles al banc de dades i utilitzant les dianes de restriccio
més convenients per tal de realitzar el clonatge, vam amplificar una regi6 de -640 bp del

promotor del gen de la insulina Il de ratoli.

Si es tenen en compte els resultats descrits anteriorment, on PDX1 i glucagé colocalitzaven
en les mateixes cél.lules, seria logic pensar que PDX1 pogués transactivar el gen de la insulina en
aquestes cél.lules i que per tant és pogués donar col.localitzacié de glucago i insulina. El fet que
aixo no es doni podria estar indicant [’existéncia de regions més llunyanes -situades més a 5’ del
promotor del gen de la insulina-, que serien actives en céel.lules o i que podrien provocar el

silenciament de U’expressid del gen de la insulina en aquestes cél.lules. Una determinada
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combinacié de factors repressors o la falta d’una determinada combinatoria de factors
activadors en aquestes ceél.lules, provocaria l’efecte de silenciament del gen.

4.4 Efectes de la glucosa

Les cél.lules B responen a l’increment de glucosa en sang, augmentant la biosintesi i
alliberament d’insulina. La seva producci6 i alliberament requereix una fina regulacio per tal
de mantenir ’homeostasi de la glucosa en l’organisme. La glucosa controla els nivells de mRNA
de la insulina, promovent-ne la transcripcid i augmentant-ne U’estabilitat del mRNA (revisat a
(McKinnon and Docherty 2001)). La concentracié de glucosa, també és la responsable de la
regulacio de molts factors de transcripcio que s’uneixen al promotor del gen de la insulina. Un
dels factors més ben estudiats és PDX1. La seva capacitat d’unié al promotor del gen de la
insulina és regulada, rapidament (10-15 minuts), per la concentraci6 de glucosa (German and
Wang 1994); (Sharma et al. 1995); (Marshak et al. 1996); (Odagiri et al. 1996), que incrementa el
potencial activador del seu domini d’activacio (Petersen et al. 1998). En aquest context ha estat
demostrat, que a baixes concentracions de glucosa, la majoria de PDX1 es troba en citosol a la
periféria nuclear i que, quan els nivells de glucosa augmenten, PDX1 és translocat cap al
nucleoplasma (Rafig et al. 1998). Aquest moviment és depenent de fosforilacio, i aquesta
fosforilacio es dona mitjancant una cascada on intervenen PI3 cinasa i SAPK2 (Macfarlane et al.
1994); (Macfarlane et al. 1997) com a resposta als canvis de glucosa i insulina extracel.lular
(Elrick and Docherty 2001).

Com s’ha anat detallant en cada un dels apartats, els gens ParaHox tenen respostes
diferents sobre la regulacio del promotor del gen de la insulina, segons el tipus cel.lular i la
concentracio de glucosa present en el medi. Aixi, s’observa que en les cél.lules B, CDX2/3
provoca un augment en la transactivacio del promotor a elevades concentracions de glucosa,
suggerint que aquest factor respon de manera similar a PDX1, encara que de manera molt menys
eficient. CDX4 en les mateixes condicions, provoca una forta inhibicioé del promotor en aquestes
cel.lules. Tot i que CDX4 pogués ser fosforilat per la glucosa per tal d’unir-se al promotor del gen
de la insulina, no seria capac¢ de transactivar-lo i, per tant, a 'entrar amb competéncia amb el
PDX1 endogen, provocaria una forta inhibici6. Ni GSH1 ni GSH2 semblen tenir cap efecte visible
sobre el promotor del gen de la insulina segons la concentracié de glucosa, en cap de les dues

linies cel.lulars analitzades.

Pel que fa a les cel.lules a, els efectes de la sobrexpressio de CDX1 i CDX2/3 a les
diferents concentracions de glucosa son moderats. En canvi, en la transfeccié de CDX4 s’observa
una elevada transactivacio del promotor que, com ja s’ha dit abans, és equiparable a la que es
ddna quan es transfecta PDX1 en les cél.lules B a elevades concentracions de glucosa; suggerint
una regulacio de CDX4 controlada pels nivells de glucosa, que inclUs es podria hipotetitzar que es
donés donar (com és el cas de PDX1) per fosforilacio. Aquests resultats subratllen U'efecte de la
concentracié de glucosa sobre lactivitat transactivadora d’alguns factors de transcripcio

ParaHox, provocant una resposta activadora en alguns casos i inhibidora en d’altres.
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Un tema bastant discutit en els darrers anys ha estat el de la glucotoxicitat, provocada per
una exposicié cronica de les cel.lules Ba elevades concentracions de glucosa, com seria la
utilitzada en aquest treball (25mM) (revisat a (Melloul et al. 2002)). Alguns autors no descriuen
cap efecte deleteri provocat per aquestes elevades concentracions (Welsh and Hellerstrom
1990); (Eizirik et al. 1991), mentre que d’altres, descriuen una disminucid en la secrecio
d’insulina (Sako and Grill 1990); (Kaiser et al. 1991).

A la linia de cél.lules B HIT-T15 cultivades a elevades concentracions de glucosa, la
capacitat d’uni6 dels factors PDX1 i RIPE3b1-Act/C1 al promotor del gen de la insulina es veu
reduida (Sharma et al. 1995), mentre que en la linia de cel.lules BTC6 (utilitzada en aquest
treball) només disminueix la capacitat d’unié de RIPE3b1-Act/c1, pero no la de PDX1 (Poitout et
al. 1996). Les transfeccions que s’han realitzat amb PDX1 sobre la linia de cél.lules BTC6, a una
concentracioé de 25mM de glucosa, confirmen aquestes observacions i suggereixen que, si bé la
capacitat d’unio de RIPE3b1-Act/C1 al promotor del gen de la insulina podria veure’s disminuida,
aquest no seria un factor limitant en la formacié del complex transcripcional, ja que els resultats
obtinguts demostren una elevada activacio del promotor a elevada concentracié de glucosa,

apuntant principalment a PDX1 com a factor limitant.

Tot i que la sensibilitat de les cél.lules B a la concentracié de glucosa varia entre les
diferents especies (Korsgren et al. 1990) i que aix0 es pot veure reflectit en la linia cel.lular
utilitzada, les cél.lules en cultiu son un bon model d’estudi i una eina molt valuosa per tal
d’analitzar com diferents factors de transcripcio -en aquest cas els codificats pels gens ParaHox-
poden funcionar en condicions concretes de concentracié de factor i/o de glucosa que
mimetitzin determinades condicions fisiologiques, com son la ingesta i el deju, i aixi, donar una
visi6 de com aquests factors poden estar comportant-se dins la seva unitat funcional i

estructural.

En conclusid, aquest treball demostra que en cél.lules B, cap gen ParaHox pot substituir
de manera eficient PDX1 en la transactivacid del promotor de la insulina depenent de la
concentracié de glucosa, ja que CDX2/3 pot fer-ho, pero a molt elevades concentracions i CDX1
transactiva només moderadament i no és sensible a la glucosa. En canvi, en les cél.lules o, CDX4
transactiva de manera eficient el promotor, provocant una forta resposta depenent de la

concentracid de glucosa, molt similar a la de PDX1 en les cél.lules B.

5.EN CONCLUSIO

La identificacio i caracteritzacié de factors de transcripcié pancreatics ha revelat el seu
important paper, no només en el manteniment de les cél.lulesp madures, sind en el
manteniment general de ’homeostasi de l’organisme. Tal com es pot apreciar en el diagrama
gue es presenta a continuacio (Fig. 3), els processos que modulen l’activitat génica dels factors

de transcripcid pancreatics, son xarxes molt complexes on els mateixos components poden
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actuar a diferents estadis i/o combinats amb d’altres factors, per tal de realitzar funcions
diferents depenent del temps, de "estadi i dels nivells d’expressio. En aquest treball es ressalta
la necessitat d’un coneixement detallat de les bases moleculars, [’accio i les interaccions entre
les proteines que formen aquestes xarxes geniques, per tal d’aconseguir modular el patro
d’expressié d’aquests gens i arribar a desenvolupar camins que proporcionin noves opcions
terapeutiques per la diabetis. En aquest treball es descriuen els gens ParaHox com a components
d’aquestes xarxes géniques, demostrant l’expressio de tots ells en les cél.lules o dels illots
pancreatics. Per Ultim, es suggereix la seva implicacié en el manteniment de U’estat diferenciat
d’aquestes cél.lules i es proposa la seva implicacid en la regulacié de I’homeostasi de la glucosa,

obrint noves vies per explorar terapia genica basada en les cél.lules a.
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1.RESPECTE L’EXISTENCIA D’UN POSSIBLE PDX2 (IPF2) EN EL GENOMA HUMA

- Actualment no existeix cap gen paraleg a Pdx? en el genoma huma, fet que implicaria que
després de les duplicacions géniques a l'origen dels vertebrats, els possibles gens duplicats
excepte Pdx1, haurien esdevingut no funcionals, causant finalment, la seva desaparicio del

genoma.

2.RESPECTE L’EXPRESSIO DELS GENS PARAHOX EN TEIXITS ADULTS

- Tots els gens ParaHox a més d’expressar-se durant el desenvolupament embrionari, s’expressen
en diversos teixits adults. Es remarca ’elevada expressio de CDX4 a ronyo, fins al moment només

descrita durant el desenvolupament.

- Tots els gens ParaHox s’expressen en el pancrees de ratoli adult. Pdx7 és [’Unic gen ParaHox
que s’expressa a nivells detectables en cél.lules B. La resta de ParaHox s’expressa a les cel.lules

a dels illots pancreatics.

- L’ mRNA de Pdx1 és troba principalment localitzat al citoplasma de les cél.lules B i 5, on es
produeixen quantitats detectables de PDX1. A més, es detecta acumulacié6 de mRNA de Pdx1 en
el nucli de certes cél.lules, on no és produeix proteina PDX1, suggerint un procés de regulacio

posttranscripcional.

- L’mRNA i la proteina de PDX1 es troben a vegades colocalitzant amb el glucagd en algunes
cél.lules de la periféria dels illots, suggerint que Pdx7 podria estar-se expressant, almenys a

nivells basals en totes les cél.lules endocrines pancreatiques, funcionant com a capacitador.

3.TRANSACTIVACIO DEL PROMOTOR DEL GEN DE LA INSULINA PELS GENS PARAHOX

- En les cél.lules BTC6, GSH1 i GSH2 tenen un efecte inhibidor sobre el promotor del gen de la
insulina, tant a elevada com a baixa concentracié de glucosa. CDX1 és capac¢ d’activar aquest
promotor a elevades concentracions, independentment de la concentracié de glucosa. CDX2/3, a
elevades dosis transactiva aquest promotor en preséncia de glucosa, mentre que CDX4, en
presencia de glucosa, provoca una forta inhibicié depenent de dosi. Ni CDX2/3, ni CDX4 afecten

la transactivacio del promotor a baixes concentracions de glucosa.

- En les cél.lules aTC1, GSH1 i GSH2 tenen un efecte moderadament inhibidor sobre el promotor
del gen de la insulina independentment de la concentracié6 de glucosa. CDX1, a elevades
concentracions, transactiva moderadament aquest promotor en preséncia de glucosa, i no té cap
efecte aparent en abséncia. CDX2/3 té un efecte inhibidor en abséncia de glucosa i cap efecte
aparent en presencia de glucosa. L’efecte més rellevant és l'observat amb CDX4 que, en
presencia de glucosa, provoca una forta activacio del promotor del gen la insulina, més evident a

baixes concentracions de factor de transcripcio.
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